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Komplexflockung bzw. -Koazervation des Typus: 
Kolloidzwitterion + Kolloidanion + Kristalloidkation. 
Von 
H. G. Bungenberg de Jong und G. G. P. Saubert. 

(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Leiden.) 
(Eingegangen am 18. Juli 1936.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

Mischt man zwei entgegengesetzt geladene hydrophile Sole, so 
entsteht bei geniigend entgegengesetzter Ladung und bei nicht zu 
ungiinstigen Mengenverhaltnissen Ausflockung oder Koazervation. 
Diese sogenannte Komplexflockung bzw. Komplexkoazervation ist 
also in einem Solgemisch eines amphoteren und eines nicht ampho- 
teren negativ geladenen Kolloides méglich, wenn durch Hinzufiigen 
von Saure das pu bis unter den I. E. P. des amphoteren Kolloides er- 
niedrigt wird?. 

Hat man ein Gemisch von zwei amphoteren Kolloiden, dann ist 
die Komplexflockung bzw. Komplexkoazervation natiirlich auf einen 
pu-Bereich zwischen den I. E. P. der beiden Kolloide beschrankt. 

Wo nicht nur ausschlieBlich H’-Ionen die Umladung hydrophiler 
Kolloide von negativ nach positiv zustandebringen kénnen?, sondern 
auch geeignete polyvalente Kationen dazu imstande sind, darf erwartet 
werden, daB in giinstigen Fallen Komplexflockung bzw. Komplex- 
koazervation gleichfalls durch Hinzufiigen eines Neutralsalzes zu einem 
Gemisch von zwei negativen hydrophilen Solen auftritt. Bedingung ist 
natirlich, daB eines der beiden Kolloide bereits bei viel geringeren 
Konzentrationen umgeladen wird als das andere. 

Im folgenden werden einige Faille beschrieben, wo durch Hinzufiigen 
von geeigneten Salzen wie La(NO,), usw. die besprochene Komplex- 
flockung auftritt. 


' Fiir orientierende Untersuchungen iiber Komplexkoazervation vgl. 
H.G. Bungenberg de Jong u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 212, 318, 1929; 
221, 182, 392, 403, 1930; 232, 338, 1931; beziiglich eines eingehender unter- 
suchten Beispiels der Komplexkoazervation (positive Gelatine + negatives 
Gummi arabicum) vgl. H.G@. Bungenberg de Jong u. W.A.L. Dekker, 
Kolloid-Beihefte 48, 143, 1935 und 48, 213, 1936; beziiglich Komplex- 
flockung vgl. H.G. Bungenberg de Jong u. Mitarbeiter, Rec. Trav. Chim. 
Pays Bas 53, 163, 607, 622, 1934; 54, 17, 1935. — * Vgl. die in dieser 
Zeitschrift erschienenen Veréffentlichungen iiber Autokomplexkoazervation : 
H.G. Bungenberg de Jong u. Mitarbeiter, 234, 235, 248, 254, 257, 259, 
260, 262 und 263. 
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2 H. G. Bungenberg de Jong u. G. G. P. Saubert: 


2. Ausgangsmaterial und Solbereitung. 


Na-arabinat wurde nach einer friiher beschriebenen Methode aus 
arabischem Gummi bereitet’. Das erhaltene Praparat war Ca- und Cl-frei. 
Durch Auflésen in kaltem Wasser wurden Sole der erforderlichen Konzen- 
trationen hergestellt. 

Eilecitthin. Ausgangsmaterial hierfiir war Lecithin. ex. ovo puriss. 
Kahlbaum. Beziiglich Reinigung und Solbereitung verweisen wir auf eine 
friihere Ver6ffentlichung?. Wir wichen jedoch insofern von dem hier an- 
gegebenen Rezept ab, als der doppeltbrechende Niederschlag (erhalten aus 
einer L6sungsmischung von Alkohol: Aceton: Wasser = 1: 1:1) nicht in 
50, sondern in 15cem Ather aufgelést und danach mit 30cem Aceton 
niedergeschlagen wurde. Letzteres wurde noch zweimal wiederholt, worauf 
nach der frither angegebenen Vorschrift das Sol bereitet und dialysiert wurde. 
Die Trockengewichtsbestimmung des dialysierten Sols ergab 0,97 %. 


Sol eines alkoholléslichen Pflanzenphosphatides. 

20 g unseres Ausgangsmaterials: Planticin, 80 bis 85% alkoholléslich, 
von Riedel-de Haen wird in 200 cem Ather gelést und mit 600 cem Aceton 
gefallt. Der in 50 ccm Ather geléste Niederschlag wird nochmals mit 150 cem 
Aceton gefallt. Ein drittes Auflésen in Ather gliickte mit diesem Praparat 
nicht, weshalb der genannte Niederschlag (3,5 g) unter gelindem Erwarmen 
in 50cem Alkohol aufgelést und mit 200 ccm kaltem destilliertem Wasser 
vermischt wurde. Nach dreitiagiger Dialyse bei 6° C (Sterndialysator) war 
das Solvolumen auf 375 cem vergr6Bert. 


3. Ausflockung eines Gemisches von Eilecithin- und Na-arabinat-Solen 
mit La(N 0,);.- 


Es wurden drei Solgemische bereitet: A. 50 cem Lecithinsol + 50 cem 
Na-arabinatsol 2,2°% ig; B. 50cem Lecithinsol + 17,5cem Arabinatsol 
2,2 %ig + 32,5 cem Aqua dest. und C. 50 eem Lecithinsol + 5 cem Arabinat- 
sol 1%ig + 45cem Aquadest. Mit jeder dieser Solmischungen wurden 
Reihen folgender Zusammensetzung angesetzt: 

5cem Solgemisch + 15 cem La (NO,),-Lésung wechselnder Konzen- 
tration. Genau '/, Stunde nach Herstellung der einzelnen Mischungen be- 
stimmten wir die entstandene Triibung mit Hilfe des Extinctometers 
von Moll. In jeder der drei Reihen trat in einem mittleren Konzentrations- 
bereich starke Ausflockung auf. Unmittelbar vor der Messung wurden diese 
Mischungen geschiittelt, was nicht zu einem unregelmaBigen Kurvenverlauf 
fiihrte. 

Die Ergebnisse sind in Abb. 1 dargestellt. Die beim Durchtritt 
durch die Apparatur durch Totalreflexion zuriickbehaltenen Licht- 
mengen in Prozenten der gesamteinfallenden Lichtmengen (bzw. mit 
Tiiibung in Prozent) sind als Ordinaten aufgetragen, die Logarithmen 
der La(N0O,),-Endkonzentrationen (in Aquivalenten pro Liter) als 
Abszissen. Ferner sind in dieser graphischen Darstellung durch zwei 

1 H.G. Bungenberg de Jong u. K.C. Winkler, diese Zeitschr. 259, 436, 
1933. — 2 H.G. Bungenberg de Jong u. R. F. Westerkamp, ebenda 248, 
131, 1932. 








QO. dam 2a =e 


ee i i | 








Komplexflockung bzw. -Koazervation. 3 


vertikale gestrichelte Linien noch die Umladungskonzentrationen von 
Jilecithinsol bzw. Na-arabinsol mit La(NO,), angegeben'. Gleichzeitig 
wurden die Kataphoresegeschwindigkeiten der Flocken in einer Northrop- 
ktivette und durch Interpolation die La(N O,),-Konzentration bestimmt, 
wobei in jeder Reihe die Umladung der Flocken stattfand. Die Lage? 
dieser Punkte ist mit Pfeilen ebenfalls in Abb. 1 angegeben. 
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Abb.1. Ausflockungsbereiche dreier Mischungen von Na-arabinat- und Eilecithinsol mit La(NO3)3. 


Aus der Abb. 1 kann abgeleitet werden, daB bei Anderung des 
Verhaltnisses: Lecithin — Na-arabinat zugunsten des Na-arabinat: der 
Ausflockungsbereich, wie auch der Umladungspunkt in diesem gegen 
die gréBeren La(NO,),-Konzentrationen hin verschoben wird. Gleich- 
zeitig sehen wir, daB der Ausflockbereich zwischen den Konzentrationen 
liegt, wo La(NO,), Lecithin bzw. Na-arabinat umladt. 

Alle genannten Besonderheiten gleichen ganz denen, die man bei 
dem bis jetzt allein studierten Typ der Komplexflockung bzw. Komplex- 
koazervation begegnet, wobei der Ladungsgegensatz der beiden Kolloide 
durch Hinzufiigen einer Saure, d.h. durch py-Erniedrigung zustande 
kommt. Die Rolle der H’-Ionen wird hier durch die La’’-Ionen iiber- 


1 Die Umladungskonzentrationen sind einer Untersuchung von P. H. 
Teunissen in diesem Laboratorium entnommen und an den gleichen Solen 
bestimmt (Messungen an Quarzpulversuspensionen in 0,1 % igen Na-arabinat - 
bzw. 0,04%igen Eilecithinsolen, wobei bei diesen Solkonzentrationen 
bereits die Quarzteilchen vollstandig durch einen Kolloidfilm bedeckt sind). 
Die fiir Na-arabinat gefundene Umladungskonzentration (iog C = 0,75—2) 
bedarf fiir die von uns gebrauchten Solkonzentrationen praktisch 
keiner Korrektur. Dies gilt jedoch nicht fiir die Umladungskonzentration 
des Eilecithins (log C = 0,71—5), da die durch das Lecithin adsorbierte 
Menge La-Ionen nicht ganz vernachlassigt werden kann. Man kann mit 
Hilfe der ebenfalls durch P. H. Teunissen bestimmten reziproken Hexolzah| 
von Eilecithin = 20000 berechnen, da®B bei den durch uns eingehaltenen 
Lecithinendkonzentrationen (praktisch 0,05 %) die Umladungskonzentration 
etwas héher liegt (log C = 0,77—5). — * Fiir ausfiihrlichere Einzelheiten 
der MeBmethode vgl. H.G. Bungenberg de Jong u. P. H. Teunissen, Rec. 
Trav. Chim. Pays Bas 54, 460, 1935. 
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nommen, was man also auch formell wie folgt ausdriicken kénnte: 
Komplexflockung ist nur in dem py,----Bereich méglich, gelegen zwischen 
den ,,isoelektrischen Punkten‘‘ der beiden Kolloide, ausgedriickt in 
Pia: Werten. 


4. Kinflu8 von Neutralsalzen auf die Ausflockung 
von Lecithin —- Na-arabinat-Solmischungen mit La(N 0,),. 


Die oben genannten Analogien mit der gewéhnlichen Komplex- 
flockung bzw. Komplexkoazervation (wobei durch H’-Ionen eines der 
beiden Kolloide eine positive Ladung erhalt) lassen erwarten, daB auch 
in unserem Falle anwesende neutrale Salze bei geniigender Konzentration 
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die Flockung aufheben werden. Bei den Kombinationen mit Eilecithin 
wird diese Erwartung ganz erfiillt. Hier kann man sowohl durch Hinzu- 
fiigen von Neutralsalz die Ausflockung verhindern, wie auch durch 
nachtragliches Hinzufiigen von Neutralsalz eine einmal entstandene 
Ausflockung wieder auflésen. Bei der Kombination mit dem Pflanzen- 
phosphatid ist die Reversibilitat jedoch nicht so vollkommen, obwohl 
bei Anwesenheit von Neutralsalz in dem Solgemisch vor Hinzufiigen 
von La(NO,), die aufhebende Wirkung sehr deutlich auftritt. 


Um die aufhebende Wirkung einiger neutraler Salze miteinander zu 
vergleichen, machten wir fiir jedes Phosphatidsol ein Gemisch mi - 
gleicl ht fiir jedes Phosphatidsol G I t Na 
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arabinat: 50ccm Eilecithinso] + 17,5cem Na-arabinatsol 2,2 %ig + 32,5ccem 
H,O bzw. 50 ccm Planticinsol + 50 ccm Na-arabinatsol 1,1} ig. 

Von diesen Mischungen pipettierten wir je 5cem zu 15 ccm Lésungs- 
mittel, bestehend aus leem n/10 La(NO,), + 14ccm Neutralsalzlésung 
variierender Konzentration, und maBen nach halbstiindigem Warten die 
entstandene Triibung. 

Die Resultate dieser Proben sind in Abb. 2 und 3 graphisch dar- 
gestellt. Es ist hieraus ersichtlich, daB in beiden Fallen bei Neutral- 
salzkonzentrationen, die untereinander verschieden sind, die Flockung 
aufgehoben wird. Man vergleiche auch Tabelle I, in der die Endkonzen- 
tration von jedem der Neutralsalze (interpoliert aus Abb. 2 und 3) 
angegeben ist, wobei die Triibung gerade auf die Halfte des urspriing- 
lichen Wertes zuriickging. 


TabelleI. Salzkonzentrationen in Millidaquivalenten pro Liter, 
wobei die Triibung bis zur Halfte vermindert ist. 





~ ” Komplex- - | Komplex- 
ete eee flockung von Placa sgl flockung vor 
Neutralsalz | Kilecithin mit Pfanzenphos- Neutralsalz Eilecithin mit  Pflanzenphos- 
Na-arabinat, phatid mit Na-arabinat | batid mit 
zi b Na-arabinat ‘vel. Abb. 2 Na-arabinat 
(vgl. Abb. 2) (vei. Abb. 3) (vgl. ADD. 2) (vel. Abb. 3 
Me awk 2 36 K,SO,. . . jj 30 12 
CaClh ... 48 21 K,CH(SOs)3 19 7 
Co (N H3)¢Cls 21 11 





Ebenso wie bei der gewéhnlichen Komplexkoazervation ist auch 
hier die Wertigkeit der beiden JIonen hinsichtlich der aufhebenden 
Wirkung von neutralen Salzen von Belang. Bei gleichbleibendem 
monovalenten Anion ist die aufhebende Wirkung um so kraftiger, je 
hoher valent das Kation ist. Das gleiche gilt fiir die Valenz der Anionen 
bei konstant gehaltenem monovalenten Kation. 


3—1 > 2—1>1—1 Valenzregel der Kationen, 
1—3 > 1—2 > 1 —1 Valenzregel der Anionen. 


Die Aufhebungskurven zeigen einen ganz normalen Verlauf, dagegen 
tritt in Abb. 3 bei den Kurven fiir K,SO, und K,C H(S Oy), eine Stérung 
des normalen Verlaufs auf. Bevor die eigentliche Aufhebung zustande 
kommt, zeigt sich in den Triibungskurven noch ein zweites Maximum. 
Wir kennen Beispiele ahnlich komplizierter Kurven, bei denen es 
auBerdem noch zu einer Stérung der normalen Reihenfolge bei der 
eigentlichen Aufhebung kommt!. In unserem Fall trifft dies nicht zu. 
Die Ursache dieser sekundéren Maxima wurde nicht weiter untersucht. 


?. Bungenberg de Jong u. P.v.d. Linde, Rec. Trav. Chim. Pays 
47, 1934. 
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5». Einflu8 von neutralen Salzen 
auf das Kapillarelektrische Potential der Flocken. 

Man darf in Ubereinstimmung mit den Erfahrungen bei der ge- 
wohnlichen Komplexflockung bzw. -Koazervation (wo durch H’-Ionen 
eines der beiden Kolloide eine positive Ladung erhalt) nun auch erwarten, 
daB zugefiigte neutrale Salze das kapillarelektrische Potential der Flocken 
verandern werden. Es wird dabei wohl auch, gerade wie bei der Auf- 
hebung durch neutrale Salze, sowohl die Wertigkeit des Kations, wie 
auch die des Anions von Bedeutung sein. Jedoch werden sich hier die 
Salze nicht in zwei getrennten Wertigkeitsreihen, sondern nur in einer 
durchlaufenden Reihe anordnen!. Auch diese Erwartung fanden wir 
durch das Experiment bestatigt. 

In den nun folgenden Untersuchungsreihen hielten wir ein be- 
stimmtes Verhaltnis von Phosphatid und Na-arabinat und eine be- 
stimmte Endkonzentration von La(NO;), konstant und beobachteten, 
wie die Kataphoresegeschwindigkeit sich unter dem EinfluB der zu- 
gefiigten neutralen Salze veranderte. 

Fir die Proben mit Eilecithin bereiteten wir ein Gemisch gleicher 
Volumina Eilecithinsol und 1°igem Na-arabinatsol, waihrend wir bei 


Tabelle I. Eilecithin-Na-ara- Tabelle III. Pflanzenphospha- 





binat-La(NO,),. tid-Na-arabinat-La(NO.,),, 
Vgl. Abb. 4. Vgl. Abb. 5. 
Zugefiigtes Neutralsalz und  Zugetiigtes Neutralsalz und 
dessen Endkonzentration in Elektro- dessen Endkonzentration in Elektro- 
der Mischung: phoresege- der Mischung: phoresege- 
schwindig- schwindig- 
Neutralsalkonzentration in keit Neutralsalzkonzentration in keit 
Milliaquiv. Millidquiv. 
Leerversuch. ..... — 86 Leerversuch. ..... — 95 
| ( 026 —101 Pisaries te ( 1 — 121 
K,CH(SO,)s 4 — 246 K3CH (SO3)3 3 ea). 
| 8 — 331 5 = 
2 — 142 
6 — 217 <> | 4 — 178 
K,80,----:- ! 10 — 281 ais, ee | 6 — 208 
| 20 — 397 10 — 256 
6 — 125 9,5 — 134 
{ 29 TER NaCl- - 19 — 133 
Os ee eo a > 14 | < 5 124 
. 40 — 141 35 | — “ 
eS ee et 
a ae — 99 lo85  —148 
awe 0 — 70 . 7 
\4 ( = { 6 — 107 
" CaCl, - . 115 nie 98 
Co(NH,)Cl, - - {20 
O UN Tig )Jg Vig | 20 + 138 { 2,5 I — 82 
Co(N Hg)¢ Cls 5 _ a 
7,5 i — 65 


H. G. Bungenberg de Jong u. W.A.L. Dekker, |. c., 8. 186. 
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dem Pflanzenphosphatid von einer Mischung gleicher Volumina Phos- 
phatidsol und 1,2°,igem Na-arabinatsol ausgingen. Wir pipettierten 
nun jeweils 5 cem von einem dieser Solgemische zu Elektrolytmischungen 
folgender Zusammensetzung: 2,5 cem n/10 La(N Og), + 2 cem Elektro- 
lytlésung + (42,5 — x) cem Aqua dest. 


Wir bestimmten bei! /; Kiivettenhéhedie Elektrophoresegeschwindig- 
keit und erhielten die in den Tabellen II und III angegebenen, relativ 
vergleichbaren Werte. 

Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abb. 4 und 5 dargestellt. 
Zugefiigte Neutralsalze haben also im allgemeinen einen EinfluB auf das 
kapillarelektrische Potential der 
Flocken und dieser EinfluB hangt 
wiederum ab sowohl von der Wertig- 
keit des Kations, als auch der des 
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Abb. 4. Einfiuf einiger Neutralsalze auf Abb. 5. Einflu8 einiger Neutralsalze auf 
die Elektrophoresegeschwindigkeit der die Elektrophoresegeschwindigkeit der 
Flocken {Kombination: Na-arabinat- Flocken {Kombination: Na-arabinat- 

Eilecithin-La(N O3)3). Planticin-La(N O3)3}. 


Anions. Es zeigt sich hier aber nicht dieselbe Regel wie bei der auf- 
hebenden Wirkung (wobei sich zwei Valenzregeln ergaben), jedoch 
ordnen sich die Salze in einer durchlaufenden Reihe: 

Relative | 
Negativierung | 


| Relative 


~$..b-2,. 3-2... 3b. | Positivierung 


Diese Anordnung steht im Einklang mit vielen entsprechenden friheren 
Befunden!. 


1 A.G. Bungenberg de Jong u. J. L. L. F. Hartkamp, Rec. Trav. Chim. 
Pays Bas 53, 622, 1934. 
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6. Andere Beispiele. 


In Solmischungen von Eilecithin bzw. Pflanzenphosphatid und 
Na-arabinat bringt nicht allein La(NO,), die obenbeschriebene Kom- 
plexflockung zustande, sondern ebenso andere Salze, deren Kationen 
bei geringer Konzentration das Phosphatid umladen. Dies ist z. B. 
mit Ce(NO 3), und UO,(NO3). der Fall. Die Flockung ist, wenn daB 
Kilecithin verwendet wird, durch Zufiigen von NaCl vollstandig auf- 
zuheben, dagegen ist die Reversibilitat in der Kombination mit Pflanzen- 
phosphatid wieder unvollkommen. Man kann unter Erhalt der typischen 
Komplexflockung Na-arabinat jedoch auch durch K-chondroitin- 
sulfat ersetzen. Die Flockungen, die Ce’, La” und UO,” in Sol- 
mischungen von Phosphatiden und Chondroitinsulfat hervorrufen, sind 
bei Eilecithin wieder vollstaéndig reversibel, dagegen unvollstandig bei 
Pflanzenphosphatid. 

In den Solmischungen von Eilecithin mit K-chondroitinsulfat 
tritt die reversible Komplexflockung nicht nur mit den bereits genannten 
Kationen auf, sondern auch mit anderen zwei- und einwertigen Kationen 
der Nebengruppen des periodischen Systems (vgl. Tabelle IV). SchlieB- 
lich kann das Phosphatid noch durch isoelektrische Gelatine ersetzt 
werden. Die Anzahl Kationen, womit in Solmischungen isoelektrischer 
Gelatine mit Na-arabinat reversible! Komplexflockung oder Komplex- 
koazervation auftritt, ist auch hier betrachtlich geringer als bei Sol- 
mischungen von isoelektrischer Gelatine und K-chondroitinsulfat 
(vgl. Tabelle IV). 

TabellelV. 





Kationen, mit denen 


Solmischungen Komplexflockung auftritt 
Pflanzenphosphatid + Na-arabinat . .. . Ce’**, La’’’", UO,'’, Pb” 
Pflanzehphosphatid + K-chondroitinsulfat . Co». la, UQ, 3-Pb 4?) 
Kilecithin + Na-arabinat ........ Ce™*’, La’”’, UO," 
Bilecithin + K-chondroitinsulfat . . . . | @ 214) 2. UQa2 Qiks 03 
Isoelektrische Gelatine + Na-arabinat .. Ce’, La’, UO,.'’*, Pb’, Cu” 


La’’, U0," *, Cu’’, Cd", Zn", 
Isoelektrische Gelatine + K-chondroitinsulfat,| Mn’, Co'’; Ni’’, (Sr’’)**, (Ba’’) **, 
Ag’, (Li')** 

* Bei Ausflockung mit UO».(NOg3)2 darf man nur sehr kleine Konzentrationen ver- 
wenden. Die Aufhebung dieser Ausflockung mit NaCl wird hier gestért, da ein isoelektrisches 
Gelatinesol dem U 02 (N O3)ofzugefiigt wurde, welches durch Zugeben von NaCl bereits ausflockt. 
Die Art dieser Ausflockung wird in einer folgenden Mitteilung niher besprochen werden. 

** Die Ausflockung ist hier nur sehr schwach. 


1 Die Flockung ist nur bei Temperaturen, bei denen die Gelatine nicht 
gelatiniert (z. B. bei 40°C) reversibel. Die Flockungen treten auch in ab- 
gekiihlten Solmischungen auf, jedoch ist diese Flockung irreversibel, da 
in dem kolloidreichen Zustand der Flocken unverziiglich Gelatinierung 
auftritt. 
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Die Komplexflockung ist in Solmischungen mit isoelektrischer 
Gelatine haufig auf einen gewi8 kleinen Bereich der Salzkonzentrationen 
beschrankt. Fiigt man mehr von dem Komplexflockung verursachenden 
Salz zu, so tritt durch Neutralsalzwirkung wie mit NaCl bzw. NaN O, 
Aufhellung ein. 

Wir wollen hier bemerken, daB man in einigen der letztgenannten 
Beispiele zweifeln kann, ob die positive Aufladung der Gelatine aus- 
schlieBlich durch die in der Tabelle genannten Kationen zustande 
kommt. Das gilt natiirlich nur fiir die Salze, die stark zur Hydrolyse 
neigen (Ce, La, UO,), wodurch die Aufladung zum Teil gleichfalls durch 
H’-Ionen zustande kommen kann. Dieser Einwand gilt jedoch nicht mehr 
fiir Kombinationen der Phosphatide mit Na-arabinat bzw. K-chon- 
droitinsulfat (I.E.P. von Eilecithin, py =-+- 2,7, und I.E. P. von 
Pflanzenphosphatid, pu = < 1,5). 

7. Diskussion. 

Die in dieser Mitteilung beschriebenen Falle von Kompiexflockung 
sind formell vollkommen analog der Komplexflockung (bzw. -Koazer- 
vation), welche H’-Ionen in einem Gemisch von zwei hydrophilen 
Kolloiden hervorrufen. In beiden Fallen kann man auch drei Kompo- 
nenten nachweisen, die fiir das Zustandekommen des sich abscheidenden 
Systems n6tig sind. 

A. Kolloidampholyt + Kolloidanion + anorganisches Kation. 

B. Kolloidampholyt + Kolloidanion + H’. 

In dem Fall B hat es jedoch wenig Sinn, das H’-Ion, von dessen 
Gleichgewichtskonzentration im Dispersionsmittel abgesehen, in dem zu- 
stande gekommenen System noch als frei anwesende Komponente auf- 
zufassen. Wie dem auch sei, bei px = 3 wird man es im Fall von Ge- 
latine nur mit nicht dissoziierten COO H-Gruppen zu tun haben, wahrend 
sich die NH,-Gruppen mit H’-Ionen zu N H’-Gruppen vereinigt haben. 

Das in den letzten Jahren fortgeschrittene Studium der Komplex- 
koazervation! setzt uns instand, diese als eine doppelte Umsetzung 
zweier Kolloidelektrolyte, z. B. 

Gelatine’-Cl- + Na’-arabinat~ - [Gelatine’-Arabinat~] + Na CI, 
aufzufassen, wobei sich die beiden entgegengesetzt geladenen Kolloid- 
ionen zusammen mit Wasser als entmischte Schicht abscheiden. Obwohl 
bei aquivalenter Mischung der beiden Kolloide das Koazervat die formelle 
Zusammensetzung eines Kolloid-Kolloidsalzes hat, ist es jedoch nicht 
angangig, dieses, analog einer gewéhnlichen doppelten Umsetzung, als 
ein sich ausscheidendes ,,unlésliches Salz‘‘ zu betrachten. In unserem 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. W. A. L. Dekker, Kolloid-Beihefte 48, 
143, 1935; 48, 213, 1936. 
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Falle handelt es sich um eine Phase, in der neben Wasser die beiden 
Kolloidionen als noch frei vorhanden zu denken sind. Diese Anschauung 
wird noch dadurch gestiitzt, daB es gelungen ist, véllig analoge Ent- 
mischungen von Kristalloidlésungen aufzufinden!. 

Die Beziehungen zwischen den entgegengesetzt geladenen Kolloid- 
ionen im Koazervat setzen sich aus der elektrostatischen Anziehung 
und der durch Hydratation bedingten AbstoBung zusammen. Das 
Zusammenwirken dieser genannten Faktoren bestimmt den inneren 
Zustand des Koazervats (z. B. dessen Wassergehalt) eindeutig. 

Wir wollen diese Beziehungen mit dem Ausdruck ,,Komplex- 
beziehungen* bezeichnen und sie in den Symbolen der Abb. 6 und 7 
durch gestrichelte Linien angeben. 


F ati L- ce) 
KS. Ff a ||ae =| E oo 


Abb. 6. 


Man kann also den inneren Zustand des elektrisch kompensierten 
Komplexkoazervats von Gelatine und arabischem Gummi bei pu = ¢ 
vereinfacht durch das Symbol I von Abb.6 wiedergeben, demzufolge 
tatsichlich nur zwei Komponenten anwesend sind: Kolloidkationen der 
Gelatine und Kolloidanionen des arabischen Gummis2, die einfachheits- 
halber beide nur 1l-wertig dargestellt sind. 

Bei den in dieser Mitteilung beschriebenen Fallen von Komplex- 
flockung befindet sich das amphotere Kolloid jedoch in dem Zustand 
eines Zwitterions. Das ist fiir die Ausflockung von Mischungen von 
isoelektrischer Gelatine mit Arabinat bzw. Chondroitinsulfat, wo dieselbe 
eben bei dem isoelektrischen Punkt der Gelatine oder in dessen un- 
mittelbarer Nahe stattfindet, ohne weiteres deutlich. Der innere Zu- 
stand wird in diesen Fallen also durch Symbol IIT von Abb. 6 wieder- 
gegeben, wobei also nicht zwei (wie in Abb.6, Symbol I), sondern 
drei Komponenten teilnehmen: Kolloidzwitterion + Kolloidanion 

-anorganisches Kation. 


1 H.R. Kruytu. H.G, Bungenberg de Jong, Proc. Royal Acad. Amster- 
dam 38, 714, 1935. — ? Es sei ausdriicklich festgestellt, dal dieses Schema, 
sowie die iibrigen der Abb. 6 und 7, weniger die stoffliche Zusammensetzung 
als hauptsiachlich die Art der Komplexbeziehungen zum Ausdruck bringen. 
Sie geben héchstens, von dem Hydratationswasser abgesehen, die stoffliche 
Zusammensetzung bei dem Umladungspunkt wieder. Durch die amorphe 
(bzw. fliissige) Natur der Flocken bzw. Koazervate ist bei anderen Mengen- 
verhialtnissen in dem Totalsystem die Zusammensetzung mehr oder weniger 
von der bei dem Umladungspunkt verschieden. 
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Dasselbe gilt fiir Komplexflockung in Solmischungen von Phosphatid 
+ Arabinat bzw. Chondroitinsulfat (Symbol III von Abb 6). Da die 
ionogenen Gruppen des Lecithinmolekiils (Phosphorsiure und Cholin) 
sehr stark dissoziiert sind, wird sich die Zwitterionnatur tiber einen viel 
gréBeren pu-Bereich beiderseits des isoelektrischen Punktes fiihlbar 
machen als bei Gelatine. In Ubereinstimmung hiermit tritt die genannte 
Komplexflockung denn auch bei pa-Werten auf, die erheblich héher 
sind (pu: 5 bis 4) als die des isoelektrischen Punktes der Phosphatide. 

In den Symbolen II und III ist das anorganische Kation durch eine 
gestrichelte Linie mit der negativen ionisierten Gruppe des Zwitterions 
verbunden; ebenso das Kolloidanion mit der positiven ionisierten 
Gruppe des Zwitterions. 

Wir wollen hiermit zum Ausdruck bringen, daB es eben diese 
Wechselwirkungen sind, die bei unserer Komplexflockung den Ausschlag 


. P-® X-@ 
Be c ce" E bo 
IV Vv VI 


Abb. 7. 


geben. Die Symbole IV, V und VI von Abb.7 sollen dies fiir den Fall, 
daB das Kolloidzwitterion ein Phosphatid ist, naher deutlich machen. 
Natiirlich bestehen im Hydrosolzustand bereits Wechselbeziehungen 
zwischen diesen Zwitterionen selbst. Diese sind jedoch zu schwach 
um zur Abscheidung komplexer Systeme des Symbols IV zu fihren’. 
Ebenso bestehen Wechselbeziehungen zwischen dem Arabinat bzw. 
Chondroitinsulfat und dem Kation des zugefiigten Salzes. Auch diese 
Wechselbeziehungen sind zu schwach um zur Abscheidung autokomplexer 
Systeme des Symbols VI zu fiihren. 

In der Tat sind die beiden urspriinglichen Sole (Lecithin und ara- 
bischer Gummi) von sich aus und nach Mischung stabil. Ebensowenig 
findet beim Mischen des Phosphatidsols bzw. des Arabinat- oder Chon- 
droitinsulfatsols mit Salzlésung eine Ausflockung statt. Diese tritt 
erst auf, wenn alle drei Komponenten gleichzeitig anwesend sind. Die 
Komplexflockung (Symbol V) darf man also nur fiir den Fall erwarten, 
daB das anorganische Kation zu der negativen ionisierten Gruppe des 
Zwitterions in viel starkere Wechselwirkung tritt als zu der des Kolloid- 


' Bei Anwesenheit bestimmter Nichtelektrolyte (u.a. Cholesterin, 
Triolein, Fettsiuren) kénnen diese Systeme wohl entstehen. Jedoch kommt 
dann eine neue Wechselwirkung zu den in Schema IV angegebenen, nimlich 
die zwischen den Resten R. In den von uns gebrauchten Solen sind diese 
in dem Ausgangsmaterial.als Verunreinigungen anwesenden Nichtelektrolyte 
bei der gebrauchten Reinigungsmethode praktisch entfernt. 
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anions. Wir besitzen tatsachlich Hinweise, die mit der gegebenen 
Erklarung in Ubereinstimmung sind. ; 

Ausfiihrliche Untersuchungen von Teunissen! in diesem Labo- 
ratorium beziiglich der Konzentrationen, wobei neutrale Salze_ bei 
lyophilen Kolloiden Umladungen zustande bringen, zeigen, daB die 
Reihenfolge der Kationen nicht stets dieselbe ist, jedoch von der Art 
der ionogenen Gruppe abhangt. Bei Chondroitinsulfat ist es z. B. sehr 
charakteristisch, daB zweiwertige Kationen der Hauptgruppe, im Gegen- 
satz zu denen der Nebengruppen, im allgemeinen bei kleineren Konzen- 
trationen eine Umladung zustande bringen. 

Bei Arabinat und den Phosphatiden dagegen ist das Umgekehrte 
der Fall. In Ubereinstimmung hiermit finden wir in Tabelle IV, daB die 
Komplexflockung von Eilecithin-Arabinat mit den zweiwertigen Kat- 
ionen der Nebengrupppen nicht gliickt, wihrend dies bei Mischungen 
von Eilecitihn mit Chondroitinsulfat der Fall ist. Ubrigens werden die 
Phosphatide bereits bei sehr kleinen Konzentrationen von Ce’, La’ 
und UO,” umgeladen, was im allgemeinen weder bei Arabinat, noch 
bei Chondroitinsulfat der Fall ist. 

Dies erklart uns, daB die Komplexflockung Phosphatid + Arabinat 
bzw. Chondroitinsulfat mit Ce”, La” und UO,” wohl auftritt. 


Zusammenfassung. 

1. Es werden Fille beschrieben, in denen durch Hinzufiigen ge- 
eigneter Neutralsalze zu einem Gemisch zweier Biokolloidsole Flockung 
bzw. Koazervation auftritt, waihrend bei Vermischen der beiden Sole 
untereinander oder jedes einzelnen Sols mit dem betreffenden Neutral- 
salz keine Ausflockung stattfindet. 

2. Die an dem eingehend untersuchten Beispiel: Eilecithin 
— Na-arabinat — La(NO,), gewonnenen Ergebnisse weisen darauf hin, 
daB hier alle typischen Merkmale einer Komplexflockung auftreten. 

3. Die Komplexflockung unterscheidet sich von den bisher be- 
kannten Typen dadurch, daB die Komplexbeziehungen zwischen drei 
wesentlichen Komponenten : 

Kolloidzwitterion — Kolloidanion — Kristalloidkation 
gleichzeitig auftreten. 

4. Die an den untersuchten Solgemischen beobachtete Auslese 
der zur Auslisung der Komplexflockung befahigten Kationen weist 
darauf hin, daB das Kristalloidkation in Komplexbeziehung zu der 
negativen Stelle des Zwitterions tritt, infolgedessen das Kolloidanion 
zu dem positiven Teil desselben. 

1 Diese Untersuchung wird demniachst in den Kolloid-Beiheften 
veroffentlicht werden; vgl. P. H. Teunissen, Dissertation, Leiden 1936. 
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Komplexflockungen des Typus: 
Kolloidzwitterion + Kation + Anion. 
Von 
H. G. Bungenberg de Jong und G., G. P. Saubert. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Leiden.) 
(Eingegangen am 18. Juli 1936.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

In unserer voranstehenden Mitteilung beschrieben wir Komplex- 
flockungen, an denen wesentlich drei Ionen verschiedener Art be- 
teiligt sind: 

Kolloidzwitterion — Kation — Kolloidanion. (I) 


Es entsteht die Frage nach der Méglichkeit einer analogen Komplex- 
flockung : 

Kolloidzwitterion — Kation — Anion, (IL) 
in der also das Kolloidanion durch ein molekulardisperses Anion er- 
setzt ist. 

Im folgenden werden dem Typ (II) zugehérige Beispiele beschrieben. 


2. Die Flockung von Eilecithinsol mit CaCl, + Ammoniummolybdat. 
Fir diese Untersuchung diente ein Eilecithinsol, das entsprechend 


unserer letzten Mitteilung! dargestellt wurde. Dieses von fettartigen 
Verunreinigungen befreite Eilecithin 

















wird im Hydrosolzustand durch CaCl, 4 
(aber auch durch andere Chloride bzw. | y 
Nitrate drei-, zwei- und einwertiger ee 
Kationen) nicht ausgeflockt. Ebenso © 

— : : . a 
wenig geschieht diesdurch Ammonium- & | 
paramolybdat, wohl aber wenn man a | d | = 
sowohl CaCl, als auch Molybdat zu- | | 
fiigt. CaCl, und Ammoniumpa:a- i 

2 0 6 aff -7 

molybdat geben zusammen allein in log C 
Lésung keinen Niederschlag. Abb. 1 Abb. 1. 


stellt die nach einstiindigem Stehen 
mit dem Extinctometer von Moll gemessene Triibung (in Prozent 
nicht durchgelassenen Lichts, in einer Kiivette von lcm Dicke) dar 
fiir Mischungen folgender Zusammensetzung: 

2cem 0,90 °%iges Kilecithinsol + acem CaCl,-Molybdatmischung 
+ (18 —a) cem Aqua dest. 
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Das gebrauchte CaCl,-Molybdatgemisch bestand aus gleichen Volumina 
n/10 Lésungen, so dafi in dieser ersten Untersuchungsreihe die Endkonzen- 
tration des Molybdats der des CaCl, stets gleich war. Bei den letzten vier 
MeSpunkten hatten sich die Flocken nach dieser Zeit abgesetzt. Die 
Réhrehen wurden jedoch unmittelbar vor der Messung aufgeschiittelt. Aus 
Abb. 1 ist’ ersichtlich, dai von + 5 Milliaquiv. CaCl, + 5 Milliéquiv. 
NH,-Paramolybdat an in dem Lecithinsol Ausflockung auftritt. 

In Abb. 2 A ist das Resultat einer Versuchsreihe (wie in Abb. 1 
und 2B enthalten die Gemische 2cem Sol auf 20 cem Endvolumen) 
mit konstant gehaltener CaCl,-Konzentration (25 Milliaquiv.) als 
Funktion der Molybdatkonzentration dargestellt. Es handelt sich hier 
im Prinzip um einen Ausflockungsbereich. 
































100 
%| 
Abb. 2. Ausflockungsbereiche 
75}- = des Lecithinsols mit Gemischen 
dS von CaCl, und Ammonium-para- 
S molybdat. 
$ 50 A. Als Funktion der Molybdat- 
S konzentration bei konstant 
25 de gehaltener CaCl, - Konzen- 
| tration von 25 Milliiiqniv. 
pro Liter. 
0 B. Als Funktion der CaCl»o- 
=# “ ~2 “ Konzentration bei einer Reihe 
wo /og CMolybdot konstant gehaltener Ammo- 
% q niummolybdatkonzentrati- 
B ~ onen, und zwar 
5 f a) bei 0,25 Millitquiv. pro Liter. 
e b) . 0,61 9 - o 
2 d eo . Gr * - ” 
S$ 50 ni eee ee a2 
Ms a 4 SS : oe te 
f) , 6,25 ¥ oo 
25\-— g) , 12,5 9 * 
9 
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In Abb. 2 B ist das Resultat aus Versuchsreihen mit einer Anzahl 
jeweils konstant gehaltener Molybdatendkonzentrationen als Funktion 
der CaCl,-Endkonzentration wiedergegeben. Es zeigen sich nun eben- 
falls Ausflockungsbereiche. So erhalt man bei 0,61 Milliaquiv. Molybdat 
in dem Konzentrationsbereich von + 10 bis 200 Milliaquiv. CaCl,- 
Ausflockung. Bei Erhéhung der Molybdatkonzentration breitet sich 
der Bereich der CaCl,-Konzentrationen, in dem Ausflockung stattfindet, 
aus, und zwar sowohl nach den niedrigeren als auch nach den héheren 
CaCl,-Konzentrationen (z. B. bei 2,5 Milliaquiv. Molybdat von + 4 Milli- 
aiquiv. bis 1250 Milliaquiv. CaCl,). Endlich verschiebt sich der Bereich 
im ganzen nach den héheren CaCl,-Konzentrationen hin (so erstreckt 
sich dieser z. B. bei 12,5 Milliaquiv. Molybdat von + 7 bis 2500 Milli- 
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aquiv. CaCl,). Das Auftreten dieser Ausflockungsbereiche laBt vermuten, 
daB bei Erhéhen der CaCl,-Konzentration Umladung auftritt, was 
Elektrophoresemessungen an den Flocken tatsichlich bestatigen. 


I 


Eine weitere Besonderheit der Triibungskurven ist, daB sie eine Ein- 
buchtung aufweisen, die vor allem bei sehr kleinen Molybdatkonzentrationen 
deutlich auftritt. Man vergleiche Abb. 3, worin iibereinander gezeichnet 
sind: A. die Ausflockungskurve und B. die Kurve fiir die Elektrophorese- 
geschwindigkeit der Flocken, beide als Funktion des Logarithmus der CaCl,- 
Konzentration fiir die Reihe .konstanter Molybdatkonzentration 
= 0,61 Milliaquiv. pro Liter. Das erste Triibungsmaximum fallt, ent- 
sprechend Abb. 3, mit dem Umladungspunkt zusammen, doch erreicht an 
der Stelle, wo die Einbuchtung in der Triibungskurve liegt, die Elektro- 
phoresegeschwindigkeit kein Maxi- 
mum. Die Kurve steigt im Ge- 50 
genteil regelmaBig an. Fiir das % 
Auftreten der Einbuchtung in den 
Triibungskurven fehlt bis jetzt eine 
gut begriindete Erklarung. Wir 
haben sie aber friiher bei der Aus- 
flockung des mit Triolein sensi- 
bilisierten Lecithinsols mit CaCl, 
gleichfalls beobachtet!. Auch dort | 
fanden wir, daB die Umladung im a =? 
Kurventeil links der Einbuchtung 109 Cath, —> 
eintritt. Es diirfte also die beson- 150 - 
dere Gestalt der Triibungskurven 
fiir den hier untersuchten Flok- PS ee 
kungstypus (Zwitterion-Kation- | 
Anion) nicht so sehr charak- 50 ‘ 
teristisch, sondern vielmehr irgend- t 
wie mit der Tatsache verkniipft 
sein, daB unser ,,Lecithin’’ kein | 
einheitliches chemisches Indi- | 
viduum darstellt, sondern als ein —_— T T 
Gemisch von Lecithinen, Kepha- 
linen und etwaigen Spuren von  -70- ~ _ ? 
ee anzusprechen 10g Ocal, —> 
Ist. 
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Abb. 3. 
3. Eigenschaften der Niedersehlage. 

Die Flockung von Eilecithinsol mit CaCl, + NH,-Paramolybdat 
wird durch NaCl aufgehoben. Dies fiihrt zur Vermutung, daB wir es 
hier mit einer Komplexflockung zu tun haben. Wenn dies so ware, 
wirde die Aufhebung durch ein Neutralsalz bei um so kleineren Konzen- 
trationen auftreten miissen, je héher die Wertigkeit des Kations bei gleich 
gebliebener Wertigkeit des Anions ist bzw. die des Anions bei gleich- 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. R.F. Westerkamp, diese Zeitschr. 248, 
309, 1932. 
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bleibender Wertigkeit des Kations. Als Reihenfolge abnehmender 
Wirksamkeit der neutralen Salze muB man also erwarten: 
3—1>2—1>1—1 und 1—3>1—2>1-—1. 

Die Méglichkeit einer Priifung ist hier jedoch sehr beschrankt, da 

1. alle untersuchten zwei- oder dreiwertigen Kationen entweder mit 
Molybdat selbst bereits einen Niederschlag geben, oder wie das Ca-Ion 
in dem Lecithinsol-Molybdatgemisch Flockung zustande bringen; 

2. bei der Wahl von Anionen héherer Wertigkeit wenig Auswahl 
besteht. So ist z. B. SO{ in Kombination mit Ca-Ionen wegen der Bildung 
von CaSO, nicht zu gebrauchen. 





S,O; dagegen ist wohl brauchbar, ebenso das dreiwertige Ion 
CH(SO,);’. Die Léslichkeit des K-Methantrisulfonats ist zu gering; 


Fe(CN), bzw. Co(CN),’ sind 
| ee Leerversuch wiederum nicht brauchbar, 


80 -— ee = + 


> da sie die Rolle des Para- 





molybdations —ibernehmen 
k6énnen und folglich Komplex- 
Natt flockung des CaCl,-haltigen 
Eoeews : Lecithinsols zustande bringen. 
Es ist also nur méglich nach- 

20 | \ 





zupriifen, ob Na, S,O, die 
Flockung bei kleinerer Kon- 
zentration aufhebt wie NaCl. 














0 
2 450-2 sed Q50-1 0 450 a 3 
lili ias Dies ist auf Grund folgender 
ws is, 
Abb. 4. Versuche in der Tat der Fall. 


Vgl. Abb. 4, in der die nach 
einstiindiger Wartezeit entstandene Triibung in folgenden Mischungen 
dargestellt ist: 

2cem 0,97%iges Lecithinsol + 5cem Ca Cl,-Molybdatgemisch 
+ 13ecem NaCl- bzw. Na,S,O,-Lésung wechselnder Konzentration. 
Die verwendete CaCl,-Molybdatmischung wurde aus 25 cem n/10 
NH,-Paramolybdat- und 40 ccm n CaCl,-Lésung und Verdiinnen mit 
dest. Wasser bis 250 ccm erhalten. In Abb. 4 sind auf der Abszisse 
die Logarithmen der Endkonzentrationen von NaCl bzw. Na,S8,O, auf- 





getragen. Es zeigt sich in der Tat die erwartete Reihenfolge: 
Na,S, O. : 
a 3 > NaCl. 


— 


4. Die Bindung des Molybdations an Lecithin. 


Wir neigen dazu, das Zustandekommen der Komplexflockung 
Lecithin + CaCl, + NH,-Paramolybdat einer Bindung (Adsorption) 
sowohl von Ca- als auch von Molybdationen an die ionisierten Stellen 
des Lecithinmolekiils zuzuschreiben. Beziiglich einer Bindung von 
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Ca-Ionen an Lecithin besteht kein Zweifel. So wird ein negatives Leci- 
thinsol durch geniigend Calciumchlorid zu einem positiven Sol umgeladen. 
Unser von fettartigen Verunreinigungen befreites Lecithinsol flockt 
bei dem Umladungspunkt jedoch nicht aus. Man kann dies mit der 
geringen Ladungsdichtheit der Lecithine in Zusammenhang bringen!. 
Kinen direkten MaBstab hierfiir gibt die Bestimmung der reziproken 
Hexolzahl. Diese betrigt fiir das von uns gebrauchte Sol nach der 
Bestimmung von J'ewnissen in unserem Laboratorium 20000*. 

Dies bedeutet also, daB sich das Lecithin so verhalt, als ob sein 
Aquivalentgewicht 20000 sei. Da das Molekulargewicht von Lecithin 
ungefihr 800 betrigt, bedeutet dies also, daB die ionisierten Cholin- 
(bzw. Colamin-) gruppen und die ionisierten Phosphatgruppen sich 
groBenteils kompensieren. Das Lecithin verhalt sich demnach so, als 
ob auf je 25 Molekile nur 1 Molekiil kame, das allein die ionisierte 
Phosphatgruppe, aber keine ionisierte Cholin- oder Colamingruppe 
tragt: 


- 
t-, 


24 rR“? +R | |; reziproke Hexolzahl: 20000. 
® O 

In dem Fall der Lecithin-CaCl,-Moiybdatflockung kann man zeigen, 
daB 1. auch das Molybdation an das Lecithin gebunden wird und 2. dab 
das Lecithin bei geniigend hoher CaCl,-Konzentration sich nicht einem 
Aquivalentgewicht von 20000 entsprechend verhalt, sondern gerade 
in der GréBenordnung des Molekulargewichts (-- 800). 

Die ,,reziproke Molybdatzahl“‘ als Funktion der CaCl,-Konzentration 
rechtfertigt die beiden Schliisse. Die Bestimmung dieser Zahl wird 
aber erst bei einem positiven Sol méglich. Wo jedoch der Umladungs- 
punkt von negativ nach positiv mit CaCl, bei unserem Sol etwa bei 
15 Milliaquiv. pro Liter liegt, sind die Messungen bei den héheren, 
in Rubrik I der Tabelle I angegebenen CaCl,-Konzentiationen durch- 
gefiihrt worden. 


Tabelle I. Bindung des Molybdations an Lecithin bei Gegenwart 
von CaCl. 





Endkon- a Be- 
entation Qulsidat Miiquits DroLie? yay CP eof | Rettproke | zieht 
Milliaquiv. tak teen of a ar wae’ pi Abb. 5 
pro Liter Cs Cio Cis auf 
25 0,37 0,45 0,54 028 | 026 5620 E 
33,3 0.63 ie 0,93 0,48 | 0,45 | 3250 D 
40 0,84 1,15 1,39 0.59 | 0,80 | 1830 C 
50 1,28 oon 1,95 0.87 | 1,08 | 1350 B 
100 6,5 7.8 5,85 | 1,95 750 A 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. P.van der Linde, diese Zeitschr. 262, 
390, 1933; H.G. Bungenberg de Jong, P. van der Linde u. A. de Haan, Ree. 
trav. chim. 54, 17, 1935. — * P. H. Teunissen, Dissertation, Reichsuni- 
versitat Leiden 1935. 


Biochemische Zeitschrift Band 288. 
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Zu diesem Zwecke bestimmten wir fiir jede dieser CaCl,-Konzen- 
trationen bei einigen Solverdiinnungen (5, 10 bzw. 15 cem Sol von 0,487 % 
im Endvolumen von 50 ccm), bei welchen Konzentrationen von Ammonium- 
molybdat der Umladungspunkt von positiv nach negativ liegt. Die hierzu 
angewandte Technik der Kataphoresemessungen wurde friiher anderweitig 
beschrieben '. 

Bei der Durchfiihrung der Messungen stieBen wir infolge der Natur der 
Flocken auf nicht geringe Schwierigkeiten. Wo die Messung auf ein Fiinftel 
Kiivettenhéhe wegen des hierfiir nétigen groBen Zeitaufwandes nicht genau 
durchzufiihren war, wurden diese Messungen bei halber Kiivettenhéhe 
angestellt. Im einer besonderen Versuchsreihe itiberzeugten wir uns davon, 
da} die weniger schwierige Messung auf halber Kiivettenhéhe zu derselben 

Umladungskonzentration fiihrt. Dies 


’ ist ibereinstimmend mit vielen uns be- 





mAgu/t kannten Beispielen an Biokolloiden und 


3 
8 
SS 
S 
$ 


theoretisch verstindlich (vgl. H. G. 
Bungenberg de Jong u. P. H. Teunissen, 
l.-e,). 

Die Umladungskonzentrationen 
des Molybdats fiir die drei angege- 
benen Solkonzentrationen sind in 
Tabelle I jeweils unter C;, Cy) und 
C,, wiedergegeben und in Abb. 5 dar- 
gestellt. Man sieht hieraus, daB bei 
konstant gehaltener CaCl,-Konzen- 
tration die Umladungskonzentration 
des Molybdats eine lineare Funktion 
der Solkonzentration ist. Die Schnitt- 
punkte der Geraden mit den Ordi- 
naten in Abb.5 geben die Gleich- 
gewichtskonzentrationen des Molyb- 
dats (bzw. mit Ce) beim Umladungs- 
punkt an, wahrend die Neigung der 
Kurve ein MaB fiir die gebundene 


a ee ee 








Menge Molybdationen pro Gewichts- 
relotive Seteneinivelier einheit Lecithin darstellt. 

Abb. 5. In Rubrik 6 der Tabelle I ist der 

Unterschied A zwischen den Werten 

von Rubrik 4 und 5 angegeben. Diese Zahl bedeutet also die Anzahl 

Milligrammaquivalente Molybdation, die durch das in 1 Liter anwesende 





Lecithin gebunden wird. Da das unserer Untersuchung dienende 
Stammsol eine Konzentration von 0,487 °,, besaB und in den Mischungen 
der Rubrik 4 jeweils 15 ccm genau zu einem Endvolumen von 50 ccm 
aufgefiillt wurden, enthielt 1 Liter: 

15/50 .4,87 = 0,3.4,87 = 1,46 g Lecithin. 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. P. H. Teunissen, Rec. trav. chim. 54, 
460, 1935. 
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Die reziproke Molybdatzah! wird nun erhalten, indem man 1460 
durch die Zahlen der Rubrik 6 teilt. Die genannten Werte sind in 
Rubrik 7 aufgefiihit. Man sieht, daB diese bei Erhéhung der CaCl,- 
Konzentration stark sinken um bei der héchsten untersuchten CaCl,- 
Konzentration einen Wert (750) zu etreichen, der dem Molekular- 
gewicht des Lecithins (788) sehr nahe kommt. Der Unterschied beider 
Zahlen liegt sicher innerhalb der Fehlergrenze der elektrophoretischen 
Messungen, die sich bei hoher CaCl,-Konzentration ergibt. 


Die einfachste Erklarung der Messungen scheint uns zu sein, dab 
die ionisierten basischen Gruppen der Phosphatidmolekiile die ,, Bindungs- 
stellen’ der Molybdationen 
sind. Diese Bindung wird, 
falls sie noch sehr gering ist, 
den Charakter einer ,,Adsorp- 
tion’ haben, sobald jedoch 
die Anzahl Bindungsstellen 
(die basischen Gruppen der 
Lecithine) beschrankt ist, mu 
bei Erhéhung der Molybdat- 


ce 





950 t 7 




















: : . | 
gleichgewichtskonzentration 
, Adsorptionssattigung’ auf- 
; ad 050-7 0 050 7 
treten. Dies bestatigt sich /0g Ce 
tatsichlich, wenn die loga- Abb. 6. 


rithmierten Werte von Ru- 

brik 6 gegeniiber denen von Rubrik 5 graphisch dargestellt werden. 
Aus Abb.6 sieht man, daB die ersten vier Punkte nahezu auf einer 
Geraden liegen. Der fiinfte Punkt liegt ganz auBerhalb der Verlangerung 
dieser Geraden und nahe der Héhe (in der Abbildung durch eine 
horizontal gestrichelte Linie bei 0,27 bezeichnet), die aus dem Mole- 
kulargewicht der Lecithine errechnet ist. Dieser Wert ergibt sich wie 


1460 
folgt: log A = log — : 0,27. 
788 


5. Uber den Mechanismus der Komplexflockung: Lecithin + CaCl, 
+ NH,-Molybdat. 


Die Resultate der oben beschriebenen Untersuchungen fiihren dazu, 
dem Molybdation eine wichtige Rolle beim Zustandekommen unserer 
Komplexflockung zuzuschreiben. Bei geniigend hoher Ca(l,-Konzen- 
tration (z. B. 100 Milliaquiv.) sind alle basischen ionisierten Gruppen 
mit einer aquivalenten Menge Molybdationen verbunden. 


Wo die in 4. beschriebenen Messungen auf den Umladungspunkt 
Bezug haben, mu8 also hierbei am Lecithin eine mit der verbundenen 
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Menge Molybdationen jeweils aquivalente Menge Ca-Ionen verbunden 
sein!, 

Wo gleichzeitig (soweit die MeBmethodik diesen SchluB recht- 
fertigt?) die Bindung des Molybdations auf ein Aquivalent pro Phos- 
phatidmolekil beschrankt ist, ist es naheliegend, daB das Phosphatid- 
molekiil hierbei als Zwitterion wirksam ist. Wir kommen so zu der 

in Abb.7 schematisch wiedergegebenen Vor- 
Hf P stellung, wonach die ionisierte Phosphatgruppe 
POF a die ,,Bindungsstelle‘‘ des Ca-Ions und die ioni- 
++)- 


—O—> 


sierte Cholin- (bzw. Colamin-) gruppe die ,,Bin- 
dungsstelle‘‘ des Molybdations ist. Dies kommt 


AL 
+ 


¢ 


-<+)--+<->- 


}-4—)-+{+)-+O}- 


-* in diesem Schema, das natiirlich nur ein zwei- 
dimensionales Modell ist und in dem wir !/,Ca durch @ und !/, Para- 
molybdation durch 9 symbolisch bezeichnet haben, zum Ausdruck: 
Das Ionenpaar Ca und Molybdat bildet den Bindungsvermittler der 


Phosphatidzwitterionen untereinander. 


6. Differenzpunkte mit der Autokomplexflockung 
von sensibilisierten Lecithinsolen. 


Charakteristisch fiir das Schema von Abb.7 ist, da hierin die 
eventuell in dem urspriinglichen Sol anwesenden Assoziate des in 
Kapitel 3 angegebenen Typs nicht als Individuen auftreten, wohl aber 
die Phosphatidmolekiile selbst. 

Obwohl auch nun noch Anziehungskrafte zwischen den Kohlen- 
wasserstoffketten der Lecithinmolekiile bestehen werden, so muB doch 
ihr Anteil an der Kohasion gering sein. Diese Komplexflockung ist ja 
durch Zufiigen von NaCl vollkommen aufzuheben. Diese Reversibilitat 
steht in auffallendem Gegensatz zu der fehlenden oder nur unvoll- 
kommenen Reversibilitat der friiher untersuchten Autokomplexflockung 
von (mit Triolein, Cholesterin usw.) sensibilisierten Phosphatidsolen 
durch CaCl, usw.%. 

Man kann die sensibilisierende Wirkung dieser lipophilen Nicht- 
elektrolyte am einfachsten als ein Angreifen an dem lipophilen Teil 
des Phosphatidmolekiils (an den zwei Fettsiureketten) auffassen‘. 


! Auf Grund der in 4. besprochenen geringen Uberkompensierung der 
positiven Gruppen durch die negativen miissen beim Umladungspunkt 
immer etwas mehr Ca-Ionen gebunden sein als der Aquivalenz von Ca- und 
Molybdationen entspricht. Das in Abb. 7 gegebene Schema, das sich auf 
theoretisch reines Lecithin bezieht, beriicksichtigt diesen Uberschu8 nicht. 
— *® Diese erlaubt bei héheren CaCl,-Konzentrationen keine Bestimmung 
der reziproken Molybdatzahl. — * H.G. Bungenberg de Jong u. R. F. 
Westerkamp, diese Zeitschr. 248, 309, 336, 1932. — * H.G. Bungenberg 
de Jong u. J. Bonner, Proc. Roy. Acad. Amsterdam 38, 797, 1935; Proto- 
plasma 24, 198, 1935. 
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Die Sensibilisatormolekiile tragen dann durch van der Waalsche Krafte 
zu der Vereinigung der Phosphatidmolekiile in den Solteilchen bei. 
(Assoziaten des Typs wie schematisch in 4. angegeben.) Durch nicht 
vollstandige Kompensation! der negativen durch die positiven Ladungen 
kénnen noch stabile Sole entstehen. Wird jedoch nun CaCl, hinzu- 
gefiigt, so stehen zur Vereinigung dieser Assoziate nicht allein Ca-Ionen, 
sondern auch Sensibilisatormolekiile zur Verfiigung. 

Der innere Zustand der entstandenen Autokomplexflockung (bzw. 
-Koazervation) ist in Abb. 8 schematisch wiedergegeben. In der Mitte 
ist die Grenze von zwei urspriinglichen Assoziaten markiert, die sich 
nach Einfiigen eines geeigneten Kations (@ stark gezeichnet) mit Hilfe 
von Sensibilisatormolekiilen (bzw. mit §8) 
durch van der Waalsche Krafte aneinander 


ty 


e @-O-» 
FP) 

* © o> 
D—® 

DH+OD—%> 
DP 


et 


! 
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t 


geschlossen haben. 


-S-- 
Vergleicht man Abb. 7 mit Abb. 8, dann 644 
-f---- 


wird der auffallende Unterschied beziiglich aK , 1 - 
der Reversibilitat durch NaCl verstandlich? Re So Bo SR 
In Abb. 7 ist die Bindung hauptsachlich auf po P 


elektrostatische Wechselwirkungen zwischen 

Zwitterion, Kation und Anion zuriickzufiihren. Diese Wechsel- 
wirkungen werden durch neutrale Salze so stark abgeschwacht, daB eine 
Aufhebung der Komplexflockung zustande kommt. In Abb. 8 dagegen 
beruht der Zusammenhang hauptsichlich auf van der Waalschen Kraften 
zwischen Sensibilisatormolekiilen und Fettsaureketten. Neutrale Salze 
iiben hierauf keine Abschwachung aus. Die Abschwachung, welche die 
neutralen Salze auf die Wechselbeziehungen sowohl der ionisierten 
Gruppen untereinander als auch auf die der verbindenden Ca-Ionen 
ausiiben, fiihrt, angesichts ihrer untergeordneten Bedeutung fiir die 
Totalkohasion, nicht zur Aufhebung der Flockung bzw. Koazervation. 


7. Andere Beispiele der Komplexflockung Phosphatid + Kation + Anion. 


Die oben ausfiihrlicher untersuchte Flockung des Lecithinsols mit 
CaCl, + NH,-Paramolybdat ist fiir diese beiden Salze nicht spezifisch, 
jedoch allein einer von vielen Fallen, der demselben Ausflockungstyp 
angehért. Man vergleiche Tabelle II, worin die untersuchten Kom- 
binationen mitgeteilt sind. Ein in den Rubriken 2, 3, 4, 5 und 6 auf- 
gefiihrtes Kationensymbol bezeichnet, daB die beabsichtigte Flockung 
in Kombination mit dem iiber jeder Rubrik vermerkten Salz mit Sicher- 
heit auftritt. Es entsteht also in den 46 auf diese Weise angegebenen 
Kombinationen allein ein Niederschlag in der Mischung der beiden 

Z. B. durch Anwesenheit geringer Mengen Phosphatidsiuren. In 
dem Schema von Abb. 8 ist diese Voraussetzung zum Ausdruck gebracht. 
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Tabelle IT. Komplexflockung von Eilecithinsol miteinem Gemisch 
zweier Neutralsalze. 








Salz,, 
Salz, ae ————_.___—— — 
(N Hy)g M07 Oog K; Fe(CN), K,Co(CN), Ko Hg J, KCNS 

CeotN Ones «acs ? Ce -- Ce Ce 
LA(INO se. . 3. ? La La La La 
Co(NHg5)gCls . . ? — (?) ? Co(NHs3)g  — 
UO,(NOs).. . . ? U0, U0,* UO, U0, 
PIINGn)e. . 5 ? Pb Pb ? e 
Cu(NQs)o.. . . Cu ? ? ? ? 
Cd(NOs)p. .. . Cd ? ‘ ? Cd 
Zn(NOs)g. . . . Zn ? " Zn 
Mnt{NOn)s . . . —** ? ? Mn — 
GeteOe« ss | Co ? ? Co 
i 6. Ni ? ? Ni — 
a See ae Mg Mg Mg Mg — 
i a Ca Ca Ca Ca — 
nn rr Sr Sr Sr Sr - 
Le i ree ts Ba Ba Ba — 
BOs sss So ? ? ? ? — 
RN oy: Her a Li Li Li Li ;— 
oy RRR gee —_ — _— Na — 
LU So — — —_ , ae 
0 rae re _— — —_ K — 


* Beim Vermischen der beiden geniigend verdiinnten Salzlisungen allein bildet sich 
allmuhlich eine leichte Fillung. Wo in der dreifachen Kombination augenblicklich starke Aus- 
flockung eintritt, welche umkehrbar mit NaCl ist, wurde diese Fillung dennoch positiv 
gerechnet. — ** Diese Kombination nimmt, da wir Reaktionen der Salzkomponenten unter 
sich vermuten (starke Verftirbung) eine Sonderstellung ein. 


Salzlésungen mit Lecithinsol, wihrend in jeder der drei binaren Kom- 
binationen (Sol -+- Salz, ; Sol + Salzy und Salz; + Salz);) kein Nieder- 
schlag entsteht!. AuBerdem ist durch Hinzufiigen von KCl [bzw. 
KNO, in den Kombinationen mit Pb(NO,).| der Niederschlag auf- 
zuheben?. 

Tritt bei negativem Ausfallen der drei Kontrollversuche in der 
dreifachen Kombination keine Ausflockung auf, dann ist in den Ru- 
briken 2, 3, 4, 5 und 6 an Stelle des diesbeziiglichen Kationensymbols 


' Man muB in jedem Fall die Konzentrationen von Salzy und Salzjy so 
klein wiahlen, daB in der Kombination Salzy + Salzy kein Niederschlag 
gebildet wird. In einigen Fallen der Rubrik 5 entsteht in den Kontroll- 
mischungen Salzy + Salzjz dennoch nach ciniger Zeit ein geringer roter 
Niederschlag (HgJ.!), der sich gleichfalls bei Verdiinnen der verwendeten 
K,HgJ,-Lésung mit Wasser bildet. Wo dennoch in der Kombination 
Eilecithinsol + Salzy + Salzy augenblicklich ein starker Niederschlag ent- 
steht, der mit KCl aufzuheben ist, sind diese Fille als positiv gerechnet. 
— # In den Fallen, wo bereits eine geniigende Konzentration eines Alkali- 
chlorides die Ausflockung zustande bringt (z. B. mit KHgJ,), ist die Auf- 
hebung mit einem Uberschu8 KCl schwierig zu erreichen, zuweilen nicht 
moéglich. 
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eh ein — eingesetzt. Die Falle, in denen keine einfache Entscheidung 
iiber Auftreten bzw. Nichtauftreten der Flockung Lecithinsol + Salz, 


gel + Salzy, getroffen werden kann, da in der binéren Kombination von 
= Salz; + Salz,, bereits ein Niederschlag entsteht, sind in der Tabelle 
NS 


mit ? bezeichnet. 
Analog der Auslegung des Mechanismus der Komplexflockung 
Kilecithin + CaCl, + NH,-Paramolybdat, miissen wir also auch fiir 
die in der Tabelle genannten Faille annehmen, daB das Kation des 
Salzes,; mit der Phosphatgruppe, das Anion des Salzes;, mit der basischen 
Gruppe des Lecithinzwitterions in Beziehung tritt. 

Was letzteres betrifft, braucht dies nicht weiter zu verwundern, 
da diese Anionen [Paramolybdat, Fe(CN);’, Co(CN),’, HgJj{, CNS’ 
mit groBen N-haltigen Kationen (z. B. Alkaloid- bzw. EiweiBkationen) 
haufig schwer lésliche Salze bilden. Doch zeigt sich auch in der Tabelle 
eine Regelmabigkeit, die darauf hinweist, daB das Kation des Salzes; in 
Beziehung zuder Phosphatgruppe tritt. Um dies deutlich hervorzuheben, 
sind die Salze; in Rubrik 1 derart untereinander angeordnet, daB die 
Adsorption der Kationen gegeniiber Lecithin innerhalb jeder Wertigkeits- 
gruppe nach unten abnimmt!?. 

Es scheint nun, daB das negative Ausfallen der Fallungsreaktion 
ich Lecithin + Salz; + Salz;, bis auf eine einzige Ausnahme? niemals 
us- mit den Anfangsgliedern jeder Wertigkeitsgruppe auftritt, sondern 





aed stets, wenn tiberhaupt, gerade mit den Endgliedern. So ist die Reaktion 
mit dem unter den trivalenten Kationen am wenigsten adsorbierenden 
n- Luteokobaltiion in der Kombination mit K,Fe(CN), und KCNS 
—_ negativ. Mit den bivalenten Kationen ist die Reaktion in Kombination 
Ww. mit KCNS allein mit den am starksten anhaftenden Kationen UO, 
if- und Cd noch positiv, wihrend die tibrigen bivalenten Kationen eine 
negative Reaktion geben. 
er Unter den Alkalikationen tritt die Reaktion in Kombinationen 
u- mit Paramolybdat, Ferricyanid und Cobalticyanid allein noch mit dem 
Is am starksten anhaftenden Kation dieser Gruppe, dem Li-Ion auf. 
Analoge Resultate wurden gleichfalls mit alkoholléslichem Soja- 
so bohnenphosphatid (einem durch Umfallung mit Ather-Aceton gereinigten 
Ag Planticin, 80 bis 85°/, von Riedel) erhalten. Zum Unterschied gegeniiber 
a Kilecithin zeigt sich, daB die Flockung mit Neutralsalzen nicht mehr 
on reversibel und daB die Flockung im allgemeinen weniger kraftig ist. 
om Letzteres kommt unter anderem dadurch zum Ausdruck, daB Kom- 
it - binationen mit den Endgliedern der Wertigkeitsgruppen der Tabelle, 
st. 
li- sat | “— ; 
if. 1 Nach noch nicht veréffentlichten Untersuchungen von P. H. Teu- 
nt nissen aus diesem Laboratorium. Siehe u. a. P. H. Teunissen, Dissertation, 
Leiden 1936. — ? K,Co (CN), —- Ce (NQ,),. 
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die hier eben noch eine Ausflockung gaben [Li in Kombination mit 
K,Co(CN),, NH,-Paramolybdat bzw. K,Fe(CN),, Sr und Ba in Kom- 
bination mit K,Fe(CN),], nun negativ ausfallen, oder doch nur noch 
schwach positiv sind [Mg, Ca, Sr, Ba in Kombination mit K,Co(CN),}. 


Diese Unterschiede gegeniiber Eilecithin (I:1eversibilitat und 
schwiachere Wirkung) scheinen darauf hinzuweisen, daB diese Pflanzen- 
phosphatidgemische in viel geringerem MaB als Eilecithin ausschlieB- 
lich aus Zwitterionen bestehen. In Ubereinstimmung hieimit ist die 
elektrische Kompensation der negativen durch die positiven Gruppen 
hier in der Tat viel unvollstandiger als bei Eilecithin, wofiir auch die 
viel niederere reziproke Hexolzahl spricht (Kilecithin: + 20000, Soja- 
bohnenlecithin: +- 3000). 


8. Beispiele der Komplexflockung Eiweifzwitterion + Kation + Anion. 


Wenn die in Abb. 7 gegebene Vorstellung von dem Wesen der oben 
besprochenen Komplexflockung richtig ist, kann vorausgesehen werden, 
daB diese Komplexflockung nicht auf Phosphatide beschrankt zu bleiben 
braucht, sondern mit isoelektrischem EiweiB gleichfalls méglich sein 
kénnte. 

Diese Erwartung bestatigte sich in Versuchen mit einer nach Loeb 
gereinigten isoelektrischen Gelatine. Die hier (bei 40°C) erhaltenen 
Resultate sind in Tabelle ITI, deren Angaben denen der Tabelle IT 
entsprechen, aufgefiihrt. Die Flockungen, die hier 6fters den Charakter 
einer zahfliissigen Abscheidung (Koazervation) zeigen, sind durch 
Zufiigen von geniigend KCl wieder aufzuheben. Bei den Versuchen, 
Kombinationen mit UO,(NO,), durch Alkalisalz aufzuheben, wurde 
beobachtet, daB dies anscheinend 6fters nicht gliickt. Die Flockung 
wurde haufig bei geniigendem Zusatz von festem NaCl eher dichter. 
Die Ursache dieser Ausnahme wurde naher untersucht. Sie scheint 
darauf zu beruhen, daB sich aus UO,-Salzen und Neutralsalzen teilweise 
komplexe Salze bilden und deren Anionen in derselben Richtung wie 
die Anionen der Salze;; aus Tabelle III wirksam sind. So gibt ein iso- 
elektrisches Gelatinesol mit UO,(NO,;). keinen Niederschlag. Ein 
solcher entsteht jedoch, falls man ein Nitrat (z. B. NaNO,) oder sogar 
bereits ein Chlorid hinzufiigt. In diesem Falle sind also neben den 
UO,"-Kationen in geniigendem MaBe komplexe Anionen (z. B. von 
Nitratosalzen) entstanden, um die Flockung des Typs: Zwitterion 
+- Kation + Anion méglich zu machen. 

SchlieBlich sei noch mitgeteilt, daB auf Grund orientierender 
Versuche mit nativem Eialbumin analoge Niederschlage erhalten wurden 
in Kombinationen mit NH,-Molybdat und Ba, Sr, Ca, Mg, Mn, Ni, 
Co, Cd und in Kombination mit K, Hg J, und Ba, Sr, Ca, Mn, Ni, Co, Cd. 


beet ead Oe OO OO 
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Tabelle LI. Komplexflockung von isoelektrischem Gelatinesol 
miteinem Gemische zweier Neutralsalze. 





Salz,, 
Salz, ; 


(N Hg)g M07 Oog K., Fe(CN), K,Co(CN)e Ky HgJ, KCNS 


Ce(NOs)3... . 7 Ce Ce Ce Ye tT 
La(NOs)g. . . . r La La La saytT 
Co(NHs)gCl, . . F — (?) ? Co(NHs)g — 


UOgNOs)o 2. . ' UOT U0.* + U0, UO. tt 
Pb(NOQOs)g. . . . ‘ Pb Pb ? ; 
Cu(NQs)). 2 . . ? ? 
Cd(NOs)g. . . . } t F ? 
Zn(NOs)o. . - ' F Zn 
Mn(NOs3)g3 . . . ? 1 Mn 
Co(NOs)g. . . . f ! Co 
Ni(NQs)o... . } ’ F Ni 
2 Mg 
iG) re — Ca 
SER Seana ie, Sr 
BaCh .... > t Ba 


a ae : | : ‘ 2 
| ae Li 
re — Na - 
<a — NH, me 
| Ce ee ee 4 | - K — 

* Vgl. Tabelle II. + Mit NaCl umkebhrbar, falls stark verdiinntes U O,-Nitrat benutzt 
wird. — ++ GroBer UberschuB von Salz, ist erforderlich. 


4 


7] 9 


Diese Niederschlige sind jedoch im Gegensatz zu den mit Gelatine 
erhaltenen, mit NaCl nicht reversibel. Es ist also wahrscheinlich, dab 
hier gleichzeitig mit der Ausfallung Denaturierung auftritt. 


9. Zusammenfassende Besprechung der erhaltenen Resultate. 

In Abb. 9 sind die in dieser und der vorigen Mitteilung beschriebenen 
Typen der Komplexflockung bzw. Komplexkoazervation schematisch 
wiedergegeben. So: 

Phosphatid + Kation + Kolloidanion (1) 

Phosphatid + Kation + Anion (II) 
Isoelektrisches EiweiB + Kation + Kolloidanion (IIT) 
Tsoelektrisches EiweiB + Kation + Anion (IV) 

In diesem Schema werden durch R jeweils die Strukturteile der 
Ionen oder Zwitterionen dargestellt, die mit dem Wesen dieser Komplex- 
flockung nicht unmittelbar zusammenhangen. Zentral ist in Abb. 9 
das Symbol fiir 


Zwitterion + Kation + Anion, 


das den Grundtyp reprasentiert, angegeben. 


, 





H. G. Bungenberg de Jong u. G. G. P. Saubert: 


Bis jetzt kennen wir noch keinen Fall von Entmischung, der diesen 
Typ von Komplexsystemen erliutert und wobei das Zwitterion eine 
ganz einfache Struktur besitzt. Wir halten es jedoch fiir wahrscheinlich, 
dab bei geschickter Wahl der Zwitterionen, der beiden anderen Ionen und 
eventuell eines geeigneten Milieus dies gleichfalls méglich werden wird. 

Es sei ausdriicklich festgestellt, daB diese Schemata weniger die 
stoffliche Zusammensetzung als hauptsichlich die Ait der Komplex- 


beziehungen zum Ausdruck 


‘o bringen. Sie geben  héch- 
R, Rk, stensl. v , -drata- 
1 o-? stens!, von dem Hydrata 


tionswasser abgesehen, die 
Il ; a 
stoffliche Zusammensetzung 
beim Umladungspunkt wie- 
der. Durch die amorphe 
(bzw. fliissige) Natur der 
Flocken bzw. Koazervate ist 
bei anderen Mengenverhalt- 
nissen in dem Totalsystem 
Abb. 9. die Zusammensetzung mehr 
oder weniger von der beim 
Umladungspunkt verschieden. Ubrigens sei bemerkt, daB die kristallinen 
Doppelverbindungen von Aminosauren mit neutralen Salzen mehr oder 
weniger als Grenzfalle des hier beschriebenen Typs von Komplex- 
systemen betrachtet werden kénnen. 

An Stelle der amorphen bzw. fliissigen Natur des Systems, das aus 
Anhaufungen verhaltnismaBig ungeordneter hydratisierter Ionen besteht, 
tritt dann das Kristallgitter mit den ihm eigenen Beschrankungen 
hinsichtlich der Méglichkeit einer kontinuierlich variablen Zusammen- 
setzung. Die geometrischen Verhaltnisse in der dichten Anhaufung 
des Gitters lassen nun allein bestimmte einfache gegenseitige Verhaltnisse 
zu beziiglich der Anzahl Zwitterionen, der Anzahl Ionenpaare des 
Neutralsalzes und, wenn vorhanden, der Anzahl zwischengelagerter 
Molekiile Kristallwasser. 


10. Systematische Betrachtungen. 
In unseren friiheren Studien iiber die komplexen Kolloidsysteme 
teilten wir dieselben ein: 
A. in komplexe Kolloidsysteme im engeren Sinne, falls die Komplex- 
beziehungen zwischen zwei entgegengesetzt geladenen Biokolloiden 
bestehen, 


' Wo das Zwitterion als Ganzes elektroneutral ist, ebenso das Ionen- 
paar Kation + Anion, halten wir es nicht fiir ausgeschlossen, daB auch Fille 
vorkommen kénnen, in denen maximal nicht ein, sondern mehrere Aqui- 
valente Neutralsalz mit einem Aquivalent Zwitterion in Beziehung treten. 
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B. in autokomplexe Kolloidsysteme, falls sich die Komplex- 
beziehungen durch Vermittlung eines Kristalloidions ergeben, obwohl 
nur ein Biokolloid anwesend ist; sie kénnen in zwei weitere Gruppen 
unterteilt werden, je nachdem das Kristalloidion: 

1. ,adsorbiert** wird (z. B. Hexolionen an Gummi arabicum), oder 

2. chemisch gebunden wird (bei Ampholyten das H’-Ion, wodurch 
beim J. E. P. positiv neben negativ ionisierte Stellen vorhanden sind). 

Die gegebene Einteilung nach der Anzahl der beteiligten Kolloide 
hat den Vorteil der Einfachheit und kann fiir praktische Zwecke, z. B. 


29][ ee 
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beim Studium biologischer Probleme, bequem beibehalten werden. 
Dagegen kénnen die in dieser und der vorausgegangenen Mitteilung 
beschriebenen Faille der Komplexflockung bzw. -koazervation nicht 
ohne weiteres in dem obigen Schema untergebracht werden. Zu diesem 
Zweck miBten noch weitere Klasseneinteilungen erfolgen. Dies liegt 
nicht in unserer Absicht, zumal die inzwischen erfolgten Fortschritte 
uns zu der Ansicht fiihren, daB der Unterschied zwischen ,,elektro- 
phoretisch geladenen‘‘ Biokolloiden und Kristalloidelektrolyten wohl 
ein gradueller, nicht dagegen ein wesentlicher ist. Dies fiihrt zu einer 
Systematik der Ionensysteme, in denen Komplexbeziehungen vorhanden 


sind, die einerseits die komplexen Kolloidsysteme umfassen, andererseits 
die fliissigen kondensierten Phasen der Kristalloidelektrolyte, um tiber 
die kristallisierten Hydrate ihren Grenzfall erst in den wasserfreien 
Salzkristallen zu finden. 


Unser Einteilungsprinzip fuBt weniger auf einer Unterscheidung 
zwischen Kolloid- und Kristalloidionen, sondern fragt lediglich nach 
der Art der wesentlich beteiligten Ionen. Deren kennen wir drei und 
dementsprechend unterscheiden wir folgende drei Grundtypen (vgl. 
Abb. 10): 

I. Zwitterion + Zwitterion, 
z. B. 2.Untergruppe der autokomplexen Kolloidsysteme. 
Grenzfall: Aminoséiure — Kristalle. 

II. Kation -+- Anion, 

z. B. komplexe Kolloidsysteme im engeren Sinne, 1. Unter- 
gruppe der autokomplexen Kolloidsysteme, Ionenent- 
mischungen, Salzhydrate. 

Grenzfall: wasserfreie Salzkristalle. 
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III. Zwitterion + Kation + Anion, 

z. B. die in dieser und der vorausgehenden Arbeit beschriebenen 
Falle von Komplexflockung bzw. -koazervation. 

Grenzfall: kristallinische Doppelverbindungen aus Amino- 
sdure und Neutralsalz. 

In dieser Einteilung erscheinen die uns bekannten komplexen 
Kolloidsysteme lediglich als Spezialfaille der drei aufgefiihrten Grund- 
typen. 

Zusammenfassung. 

1. Es werden Falle beschrieben, in denen durch Hinzufiigen von 
zwei Neutralsalzen zu einem Sol (Eilecithin oder isoelektrische Gelatine) 
Flockung bzw. Koazervation auftritt, obwohl weder die beiden Salz- 
lésungen fiir sich eine Fallung geben, noch das Sol mit einem der beiden 
Salze ausflockt. 

2. Die leichte Aufhebbarkeit dieser Flockungen durch NaCl usw. 
weist bereits auf ihre Komplexnatur hin. Die Komplexbeziehungen 
sind hier aber als gleichzeitig zwischen drei wesentlichen Komponenten: 

Kolloidzwitterion — Kristalloidkation — Kristalloidanion 
vorhanden zu denken. 

3. Eine Bestatigung dieser Auffassung konnte aus Elektrophorese- 
messungen an der Kombination: Eilecithin — NH,-Molybdat — CaCl, 
erhalten werden. Bei geniigend hoher CaCl,-Konzentiation wird pro 
Grammolekil Lecithin maximal ein Grammaquivalent Molybdationen 
gebunden. Wo sich diese Messungen auf den elektroneutralen Zustand 
der Flocken beziehen, mu8 gleichzeitig ein Grammaquivalent Ca-Ion 
gebunden worden sein. 

4. Die leichte Aufhebbarkeit der genannten Komplexflockung im 
Fall des Eilecithins, sowie die Irreversibilitat der mit Hilfe sensibili- 
sierender Nichtlektrolyte mit einem Kation auftretenden Autokomplex- 
flockung bzw. -Koazervation des Eilecithins wurde eingehender be- 
sprochen und schematisch erlautert. 

5. Es wird gezeigt, daB alle uns bis jetzt bekannten komplexen 
Kolloidsysteme als Spezialfalle einer allgemeinen Einteilung der Ionen- 
systeme betrachtet werden kénnen. In der genannten Einteilung unter- 
scheiden wir folgende drei Grundtypen: 

I. Zwitterion + Zwitterion. 


II. Kation + Anion. 
III. Zwitterion + Kation + Anion. 





Uber Verbindungen zwischen Aminosiuren und organischen 
Siuren, insbesondere Fettsiuren. 
Von 
St. J. von Przylecki und K. Kasprzyk. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitit Jésef Pitsudski, 
Warschau. ) 


(Hingegangen am 8. August 1936.) 


Die heute bekannten Aminosauren kénnen beziiglich ihrer Ladung im 
reinen Zustande in drei Gruppen eingeteilt werden: Die Aminosiuren der 
ersten Gruppe bilden in wasseriger Lésung Zwitterionen, deren Ladungen 
bei etwa py 5,5 bis 6,0 ausgeglichen sind (1). Welche Formel dem kristalli- 
sierten Zustande entspricht, ist noch unsicher. Viele Momente sprechen 
fiir die Zwitterionenform, einige Autoren nehmen die ungeladene Form (II) an, 

R NH; R NH, 
~n- NH3 SC a 
H>&<coo- |: H>°<cooHn {D- 
Bei den basischen Aminosiuren, welche die zweite Gruppe bilden, ist in 
wasseriger Lésung eine N H}-Gruppe durch die COO~--Gruppe ausgeglichen, 
wihrend die zweite Amino- bzw. Iminogruppe undissoziiert ist. Die sauren 
Aminosauren (dritte Gruppe) liegen in wisseriger Losung in den Formen (IIT) 
oder (IV) vor. 
COO COOH 
| 
. (CHy),, 

(IIT), | 
H—C—NHj H—C—N Hj} 

| | 
COOH COO 


| 
(CH,) 


(IV). 


Als Ubergang zwischen der ersten und dritten Gruppe kann das Tyrosin 
angesehen werden. 

Alle Aminosaéuren bilden Salze mit Mineralsaéuren; fiir viele wird auch 
Salzbildung mit organischen Saéuren angegeben. So wird fiir das Glycin 
ein Acetat, Oxalat und Pikrat beschrieben. In der letzten Zeit fanden 
Jukes und Schmidt', daB die basischen Aminoséiuren Verbindungen mit 
Stearin-, Palmitin- und Erucaséure geben. Molekiilverbindungen, in denen 
die CO—-N H-Gruppe mit Sauren reagiert, beschreibt Pfeiffer?. 

Da iiber Bildung und Bestandigkeit solcher Verbindungen aus 
Aminosiauren bzw. Peptiden und organischen Sauren wenig bekannt ist, 
teilen wir im folgenden einige Versuche dariiber mit. AuBer mit Amino- 
sduren wurden auch Versuche mit Guanidin, Kreatin, Kreatinin, 
Glycinanhydrid, Di- und Tripeptiden ausgefiihrt. 

Unsere im experimentellen Teil beschriebenen Versuche haben 
im wesentlichen folgendes ergeben: 


1 Th. H. Jukes u. C. L. A. Schmidt, J. of biol. Chem. 110, 9, 1935. — 
2 P. Pfeiffer, Organische Molekiilverbindungen. Stuttgart 1927. 
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I. In wasserfreien, fliissigen Fettsdéuren lésen sich nur die basischen 
Aminosauren, indem sie Verbindungen definierter Zusammensetzung 
geben. AuBerdem lést sich das Leucin, allerdings nur sehr wenig. In 
etwas Wasser enthaltenden Sauren, z. B. in 98 °,iger Essigsiure, lésen sich 
alle Aminosduren mit Ausnahme der sauren Aminosiuren sowie des 
Tyrosins und Cystins. Bei Gegenwart von mehr Wasser lésen sich 


auch die sauren Aminosauren, allerdings weniger gut als die neutralen 
und basischen. So lésen sich z. B. in 5 cem 98 ©, iger Essigsiure mehr als 
2g Arginin, weniger als 1 g Glykokoll und 0g Asparaginsaure. 

Il. Die basischen Aminosiéuren lassen sich nur in Form der freien 
Basen oder als Salze schwacher Sauren (z. B. Carbonate) in Fettsaiuren 
zur Lésung bringen. 

III. Zusatz von organischen Lésungsmitteln, wie Benzol, Toluol 
Ather oder Alkohol, zu den Lésungen von Aminosauren in Fettsaiuren 
ruft in vielen Fallen Ausfallungen hervor. Am leichtesten werden 
neutrale Aminosauren und Kreatin gefallt. Sehr schwer sind Fallungen 
mit Guanidin, Kreatinin und Arginin zu bekommen. Die Fallung 
enthalt im Falle neutraler Aminosdéuren die reine freie Aminosaure, 
im Falle basischer Aminosauren entspricht die Zusammensetzung 
des Niederschlags einer Verbindung zwischen Aminosaure und Fett- 
siure. Bei den Verbindungen von Histidin und Lysin mit Essigsaure, 
Buttersiure oder Capronsdure ist das Verhaltnis von Aminosaure 
zu Fettsiure nahezu 1:1. Mit Arginin und denselben Fettsauren 
wurden zwei Arten von Niederschlagen erhalten, mit 1 bzw. 2 Mol 
Fettsiure pro 1 Mol Arginin. Mit héheren Fettséiuren, wie Palmitin- 
oder Olsiure, wurden auf die gleiche Weise Verbindungen von ver- 
schiedener Konsistenz und verschiedener Zusammensetzung erhalten. 
Wachsartige Konsistenz besaBen Ausfallungen, die auf 1 Mol Arginin 
etwa 4 bis 8 Mol Olsdure enthielten. Festere Konsistenz zeigten Nieder- 
schlige von der Zusammensetzung 1 Mol Arginin: 3 Mol Olséure. Die 
Systeme Arginin + Olsiure oder Guanidin + Olsdure geben, besonders 
beim UberschuB von Olsiure, mit Ather oder Benzol sehr stabile 
Suspensionen, die starken 7'yndall-Effekt aufweisen und schén fluores- 
zieren. 

1V. Nur die basischen Aminosauren sind befahigt, mit Fettsiuren 
resistente kristallisierte Verbindungen zu geben. Unsere Versuche, 
kristallisierte Verbindungen mit neutralen oder sauren Aminosauren 
zu erhalten, sei es durch Ausfallung mit organischen Lésungsmitteln, 
sei es durch Abdampfen der iiberschiissigen Fettsiuren, schlugen stets 


fehl!, 


! Die Annahmen von Horsford (Liebigs Ann. 60, 1, 1846), daB das 
Glycinacetat in reiner Form existieren kénne, erwies sich als unrichtig. 
Die angegebenen Zahlen entsprechen besser dem reinen Glycin als dem 
Acetat. 
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V. Mit Oxalsiure werden, sowohl mit basischen als auch mit 
neutralen Aminosauren, schéne stéchiometrische Verbindungen erhalten. 
VI. Das Glycinanhydrid verhalt sich ahnlich wie die neutralen 
Aminosauren. Es gibt mit den Fettsauren keine kristallisierbaren 
Verbindungen, hingegen mit Oxalsiure schéne Kristalle von der Zu- 
sammensetzung 1 Glycinanhydrid : 1 Oxalsiure. Das Diglyeylglycin 


verhilt sich ganz wie Glycin. Aus seiner Lésung in Essigsiure, Butter- 
siure usw. fallt es z. B. durch Ather oder Abdampfen als reines Tri- 
peptid wieder aus. Es gibt hingegen mit Oxalsiure eine Verbindung 1 : 1. 


Diskussion der Ergebnisse. 

1. Neutrale Aminosduren. Bei Anwesenheit von Wasser geben 
alle diese Aminosiéuren salzartige Verbindungen mit Fettsauren, nach 
der Reaktion 

e C00 

Das Gleichgewicht ist von der Konzentration der beiden Kompo- 
nenten und von ihren Dissoziationskonstanten abhangig. Nur wenn die 
Aminosaure in die Kationenform iibergeht, kann sie mit den Fettséuren 
in Bindung treten. Dies ist aber nur bei niedrigen py-Werten und bei 
Anwesenheit von Wasser méglich. Wenn die Bedingungen geandert 
werden und entweder der px-Wert oder die Dissoziation wechselt, 
dann zerfallt die Verbindung, wobei die Aminoséiure als Zwitterion 
oder als Neutralmolekiil zuriickgebildet wird. Die erstere Annahme 
ist sowohl aus den weiteren Betrachtungen als auch nach unseren 
réntgenographischen Untersuchungen! vorzuziehen. Die Zerlegung 
der Salzkomponenten kann sowohl durch Zusatz eines organischen 
Lésungsmittels, also durch Verdiinnen der Essigséiure, als auch durch 
Verdunsten der fliichtigen Komponente, z. B. der Essigsaure, erreicht 
werden. In beiden Fallen wird das Gleichgewicht nach links verschoben. 
Auf diese Weise kann die Existenz von Salzen neutraler Aminosauren 
mit Fettséuren in Lésung und die Unméglichkeit ihrer Isolierung 
in festem Zustand erklirt werden. DaB starke organische Sauren, wie 
Oxalsdure, viel leichter mit Aminosdéuren Salze zu bilden vermégen, 
ist ohne weiteres verstindlich. Denn wahrend die Dissoziations- 
konstante der Essigsiure weit unterhalb derjenigen der COO H-Gruppe 
der Aminosauren liegt, ist diejenige der Oxalsiure bedeutend gréBer, 


+R,-coo-Ht = ea + R,—CO00-. 


~<~— 


wie aus nachstehender Zusammenstellung ersichtlich ist. 
MUS B OM ty eis te Oa ce Se ek a ee 4,47. 10° 
Asparaginsfure ........ 6,45 . 10-% 
Glutaminséure. . .. . or 7 - 1G 
EIS cr ek ek 1,45. 10-5 


1 Unveroffentlichte Arbeit mit Kolaczkowska. 
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2. Basische Aminosdéuren. Diese Gruppe von Aminosauren verhalt 
sich ganz anders; sie bildet drei Arten von Verbindungen (das Arginin so- 
gar vier): I. Verbindungen in wasserfreien Systemen, II. Verbindungen, 
die durch Verdampfen der fliichtigen Komponenten des Systems Amino- 
saure -+- Fettsaiure + Wasser zu erhalten sind, II. Verbindungen, die 
in wasseriger Lésung existieren. Im ersten Falle enthalten die Kompo- 
nenten eine undissoziierte N H,-(Aminosaéure)- oder COOH-(Fettsaure)- 
gruppe. Es entsteht eine Molekilverbindung nach dem Schema 
R—CH—NH,...COOH—R’. Beim Arginin kénnen méglicherweise 
zwei basische Gruppen mit der Fettsiure reagieren. Sicher ist, daB 
mindestens ein Stickstoffatom des Guanidinrestes beteiligt ist. Die 
Verbindungen der zweiten Art sind dagegen typische salzartige Ver- 
bindungen. Beide Arten unterscheiden sich voneinander durch ihre 
physikalischen Eigenschaften, deren Untersuchung wir noch weiter 
fortfiihren. — Nur in wasseriger Lésung bei UberschuB von Fettsiure 
existiert die dritte Bindungsform, in der die Aminoséure zwei positiv 
geladene Gruppen enthalt und frei von COO-Ion ist. Beim Versuch 
der Uberfiihrung dieser in Lésung vorhandenen Verbindungen in den 
festen Zustand erhalt man Verbindungen im Verhaltnis 1:1 durch 
Verlagerung des bei den neutralen Aminosiuren besprochenen Gleich- 
gewichts. Selbstverstandlich bilden die basischen Aminosauren Ver- 
bindungen mit Oxalsiure, in welchen auf 1 Mol Aminoséure 2 Mole 
Oxalsaure treffen. Es ist klar, da solehe Verbindungen nur bei An- 
wendung der freien Basen oder der Carbonate, nicht aber der Chloride 
oder der Sulfate erhalten werden; denn nur die freie Base enthilt 
eine undissoziierte N H,- oder N H-Gruppe. 

Interessanterweise gibt Kreatin (I) keine Verbindung mit wasser- 
freien Fettsaéuren, dagegen wurden schéne Verbindungen mit Kre- 
atinin (IJ) erhalten 

NH} -NH—CO 
NH=CK NH=C<¢ | 
N—CH,—COO- (J), N——CH, (il). 
| 
OH, CH, 


Das Kreatin enthalt eine NH;- und eine COO--Gruppe, hat also 
Zwitterionenform und ist den neutralen Aminosaéuren dhnlich. Das 
Kreatinin dagegen ist frei von COO- und reagiert schwach basisch. 


3. Saure Aminosduren. Die sauren Aminoséuren sind im Gegen- 
satz zu den neutralen und basischen in 98- bis 99 %iger Essigsdiure 
unléslich. Dies steht im Widerspruch zu der Regel, daB die Amino- 
saiuren in organischen Lésungsmitteln um so leichter léslich sind, je 
geringer ihre Ladung ist. Die sauren Aminosauren, deren isoelektrischer 
Punkt bei etwa pu 3 liegt, lésen sich nicht in Fettsiuren und geben mit 
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diesen keine Verbindungen. Hingegen sind sie léslich in einem Gemisch 
von Essigsiure und Natriumacetat, dessen pu-Wert bei etwa 5 bis 6 liegt. 
Wird aber die Mischung durch Salzsdure auf px 3 gebracht, so fallen 
die sauren Aminosauren als soleche wieder aus. 

4. Sehr ahnlich den sauren Aminosauren verhalten sich das Tyrosin 
und Cystin. 

5. Eine Gruppe fiir sich bildet das Glycinanhydrid, welches keine 
typisch salzartigen Verbindungen gibt. Mit Oxalsiure verbindet es 
sich in stéchiometrischen Verhaltnissen, es ist in Essigséure léslich 
und gibt, wie wir uns iiberzeugt haben, Verbindungen mit héheren 
Fettsiuren!. Ohne Zweifel beruht die Entstehung dieser Verbindungen 
auf einer Reaktion der CONH-Gruppe. Diese Verbindungen ent- 
stehen nur bei Anwesenheit von Wasser; in wasserfreien Saéuren ist 
das Glycinanhydrid unléslich. 

6. Asparagin und Glutamin verhalten sich gleichartig wie die 
Mehrzahl der neutralen Aminosauren, obwohl sie eine CON H,-Gruppe 
enthalten. Sie geben keine festen Verbindungen mit Essigsiure und 
binden nur 1 Mol Oxalsdure wie das Glykokoll. 


Zusammenfassung. 

1. In wasserfreien Systemen treten nur die basischen Aminosduren 
mit Fettsiuren in Verbindung, die eine freie, von der COOH-Gruppe 
unabhangige undissoziierte N H,-Gruppe besitzen. Eine N H,-Gruppe, 
die durch eine COO-Gruppe neutralisiert ist (Zwitterion), geht mit 
Fettsauren in keine Bindung ein. Als Arbeitshypothese wird angenommen, 
daB in wasserfreien Systemen die Verbindungen basischer Aminosauren 
mit Fettsiuren den Molekiilverbindungen nahestehen. 

2. In wésserigen Lésungen geben sowohl die basischen als auch die 
neutralen Aminosduren salzartige Verbindungen mit Fettsiuren. Die 
basischen Aminoséuren geben Verbindungen, in welchen auf 1 Mol 
Aminosaure 2, mit Arginin sogar 3 Mole Fettsiure entfallen. Bei den 
neutralen Aminoséuren ist das Verhaltnis 1:1. Diese Verbindungen 
entstehen durch typische Jonenaustauschreaktion. Nur bei grofem 
UberschuB von Fettsaure liegt die gesamte Aminosaure in salzartiger 
Form vor; bei geringem SaureiiberschuB8 besteht ein Gleichgewicht. 
Die Verbindungen aus basischen Aminoséuren und Fettséuren im Ver- 
haltnis 1 : 1 sind auch bei Abwesenheit iiberschiissiger Saiure bestandig. 

Im Zusammenhang damit steht das Verhalten von Aminosiuregemischen. 
Es wurde beobachtet, daB neutrale Aminoséuren die Léslichkeit der sauren 
Aminosauren erhéhen. Der py-Wert einer Mischung, z. B. von Glycin und 


1 Vgl. die nachstehende Arbeit von FE. Hofer. 
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Asparaginsaure, liegt zwischen 3 und 6. Glycin fungiert dann teilweise 
als Kation, die Asparaginsdure als Anion. Es entsteht eine salzartige Ver- 
bindung, die neben freiem Glycin und Asparaginsdéiure in Lésung anwesend 
ist. Entsprechendes gilt fiir Mischungen aus Glykokoll und Glutaminséure 
bzw. Glykokoll und Arginin. 

3. In festem Zustand existieren Salze von Fettséuren nur mit 
den basischen Aminosdéuren. Mit anderen organischen Sauren geben 
die neutralen und sauren Aminosduren nur dann Verbindungen, wenn 
die Dissoziationskonstante der Saure weit gréBer ist als diejenige der 
Aminosaure. Dies ist z. B. bei der Oxalsaiure der Fall?. 


Experimenteller Teil. 


Eine abgewogene Menge reinster Aminosaure (Praparate Frdnkel oder 
Roche, die in vielen Fallen ein- bis zweimal umkristallisiert wurden), wurde 
mit einem bestimmten Volumen von Fettsaure (reinst, .Werck, auBer Essig- 
siure) geschiittelt und 12 bis 24 Stunden stehengelassen. Nach dem 
Filtrieren Riickstand getrocknet und gewogen. Zum Filtrat wurden Ather, 
Benzol, Toluol, Ligroin oder Alkohol zugesetzt. Entstandene Fallungen 
wurden filtriert, vier- bis sechsmal mit demselben Lésungsmittel gewaschen, 
getrocknet und gewogen. In anderen Versuchen wurde die Fettsaure von 
den gelésten Aminosiiuren durch Destillation abgetrennt und der Riick- 
stand getrocknet. Es wurde der Stickstoffgehalt bestimmt und die Zu- 
sammensetzung (das Verhaltnis Aminoséure zu Fettsaure) berechnet. In 
vielen Fallen wurde die Ausfallung bei niedriger Temperatur ausgefiihrt. 
In den Versuchen mit Oxalséure wurde die Léslichkeit dieser Saéure in 
Alkohol ausgenutzt und die Verbindung Aminosaéure-Oxalséure durch 
Alkohol ausgefallt. 


1. Versuche mit wasserfreien Fettsduren. 


Zu 25 oder 50 cem Butter-, Capron-, Ol- oder Stearinsiure wurden ver- 
schiedene Aminosiéuren oder andere in der Tabelle I angegebene Stoffe in 
Pulverform (0,1 bis 5,0 g) zugesetzt. Die Ergebnisse sind aus Tabelle I 
ersichtlich. Die quantitativen Verhaltnisse gehen aus Tabelle IL hervor. 
Die Verbindungen von Histidin und Lysin mit Saure sind leichter durch 
Benzol oder Ather ausfallbar, als diejenigen des Arginins, Guanidins und 
Kreatinins, welch letztere in Ather auffallend leicht léslich sind. Bei groBem 
SaureiiberschuB (besonders bei Olsaéure) werden sie durch Ather oder Benzol 
nur schwer ausgefallt. So erhalt man z. B. aus der Lésung von 0,2 g Gua- 
nidin oder Arginin in 10 cem Olsiure beim Zusatz von 90 cem Ather oder 
Benzol kolloidale Lésungen, welche starken T'yndall-Effekt zeigen und 
fluoreszieren. Die Lésungen mit Arginin sind weniger stabil, geben 
aber noch starkere Effekte. Die Zusammensetzung der Verbindungen 
héherer Fettséuren mit Kreatinin und besonders mit Guanidin ist schwer 
zu bestimmen, da sie sich in allen angewandten Lésungsmitteln lésen. 


! Das verschiedene Verhalten der drei Aminosiuregruppen in Fett- 
sauren wurde zur fraktionierten Trennung der Aminosaéuren ausgenutzt. 
Die entsprechende quantitative Methode wird getrennt beschrieben. 
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Tabelle I. 





98°) Essigséure 


Substanz 


Glycin 

Alanin 

Valin 

Leucine . 
Prolin. 
Oxyprolin 
Phenylalanin . 
Tyrosin 
Cystin. 

Serin . 
Asparaginsiure. . 
Glutaminsaure 
Asparagin . 
Glutamin . . 


yy CO DO 


~ 


Arginin (Base) . 


(Carbonat) . 


» -Cl . 

is SO, 
Histidin (Base) . 

‘s -Cl 
Lysin (Base). . 

» CCD 
Guanidin-Carbonat 

»  €S80,) 

Kreatin 
Kreatinin : 
Glycinanhydrid . 
Glyeylglycin 
Diglycylglycin 
Leucyldiglycin 


Loéslich- 
keit 


loshich 


” 
unloslich 


" 
loslich 
unloslich 


\éalich 


” 


unloslich 
loslich 

unléslich 
loslich 


unloslich 
loslich 


unloslich 


loslich 


” 


” 


| 
\ 
| 
\ 


Verhalten 
beim Zusatz 
von Ather 
oder Benzol 


Niederschlag 


” 


Niederschlag 


Niederschlag 


” 
Opaleszenz 
Niederschlag 
Opaleszenz 
Niederschlag 


Niederschlag 


Niederschlag 


loslich 


Niederschlag 
loslich 
Niederschlag 


” 


Buttersiure 
Verhalten 
Lislich- beim Zusatz 
keit von Ather 
oder Benzol 


unloslich 


” 


i Siok 
loslich | Opaleszenz 
| Niederschlag 


unloslich 

Opaleszenz 
Niederschlag 
unloslich — 
{ Opaleszenz 
|. Niederschlag 


loslich 


loslich 


unléslich 
loslich Opaleszenz 
unloslich —_ 


li salioh 


unloslich 


Opaleszenz 


” 


” 


Mit Arginin geben besonders die héheren Fettsiuren Verbindungen, 


an welche sich weitere Fettsiureteilchen anlagern. So entstehen Komplexe, 
die durch Ather ausfallbar sind und die auf ein Teil Arginin bis zu 8 Teile 
Olséure enthalten. In den Systemen Olséure-Arginin konnte ultramiskro- 
skopisch die Entstehung von Micellen beobachtet werden (Tabelle III). 
Je mehr Guanidin oder Arginin zur gleichen Menge Olséure zugesetzt wird, 
desto viskoser wird die Lésung. Von einer bestimmten Konzentration ab 
nimmt das System eine halbfliissige Konsistenz an, es bildet sich eine 
wachsahnliche Masse. 


2. Léslichkeit in wasserhaltigen Fettsduren. 
In Essigsiure mit einem Wassergehalt von etwa 1 bis 2°) sind von den 
angewandten Stoffen nur Asparaginsaiure, Glutaminsdiure, Tyrosin und 
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Tabelle III. Ultramikroskopische Beobachtungen. 
Versuch am 30. Juni 1936. 
. 0,2g Guanidin + 10 ccm Olsiure: Blauer Tyndall, optisch leer 
2. 0,52 + 10 ,, Blauer Tyndall, weiBe Blattchen 
bewegen sich langsamer 
10g + 10 Blauer Tyndall, ungefirbtes Kol- 
loid 
. 0,2 g Arginin + 10 Blauer Tyndall, feine kolloidale 
Teilehen 
5. Ob 2 110 , Blauer Tyndall, starke Fluoreszenz, 
groBere Teilchen, die — sich 
schwach bewegen 
1,0 it +10 ,, ea Blauer T yndail 


Dieselben Priaparate am 7. Juli 1936: 1., 2., 3., 4. ohne Anderung; 


6. weiBer Niederschlag. 


Tabelle IV. 





oN i Verhiltnis 
9 Aminoséure 


N im 
Niederschlag - 
iederschlag - Ciere 


Glycin + Essigsaure bei 55° abgedampft. . . . 18,6 
+ e mit Alkohol ausgefallt. . . 18,8 
oF ‘ aus 5%iger wass. Losung 
auskristallisiert . arias +s 
+ ‘ aus 50% iger wass. Loésung 
auskristallisiert . ears 
+ aus 80°, iger wass. Losung 
auskristallisiert : 
a durch Ather ausgef fallt 
+ a bei 120° abgedampft 
Glycin- Na + durch Ather ausgefallt . 
G lycin + Oxalsiure mit Alkohol ausgefallt . 
Glycinanhydrid + Essigsaure mit Ather ausgefillt 
i + > im Vakuum destilliert 
r= + Oxalsiure mit Alkohol ausgefallt . 
‘a + . aus einer 1°,igen Oxal- 
siureldsung bei 0° aus- 
kristallisiert ; ; 
Diglyeylglycin + Essigsiure im Vakuum destilliert ; 21,8 
Arginin + Oxalsaure in Alkohol ausgefallt. . . . . 17,1 
Diglycylglycin + Oxalsaure in Alkohol ausgefallt . . 17,5 
Asparagin + Essigsiiture im Vakuum . . eae 20,8 
e + Oxalsiure in Alkohol ausgefi ie 17,4 
Arginin + Essigsiure im Vakuum destilliert. . . 22.9 
Guanidin + Oxalsiure im Vakuum........ 24.8 
Kreatinin + Essigsaure im Vakuum ....... 24,3 
Histidin + i - f ee 17,1 


Leucyldiglyei 


18 
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Cystin ganz unléslich. Besonders grofB ist die Léslichkeit der basischen 
Aminosauren. Die durch Ather oder Benzol meist entstehenden Aus- 
fallungen enthalten entweder reine Aminosiéiuren oder Peptide, nur die 
basischen Aminosauren, sowie Kreatinin und Guanidin (Tabelle II) fallen 
als Salze aus. Das Aussehen der Niederschlage ist sehr verschieden und 
hangt von der Konstitution der Aminoséuren ab. Die Fallung von Glycin 
sowie von basischen Aminosaéuren ist kristallinisch, diejenige von Leucin 
flockig und sehr voluminés. Je linger die apolare Seitenkette der Amino- 
siure ist, desto mehr dhnelt die Ausfallung einer Koagulation. In den 
erwahnten Sauren lésen sich die basischen Aminosauren nicht, wenn sie 
in Form von Salzen starker Sauren zugesetzt werden; die sauren Amino- 
siuren auch nicht in Form ihrer Natrium- oder Kaliumsalze. Letztere 
lésen sich aber in einer Mischung von 20g Natriumacetat mit 100 cem 
Essigsaure. 

3. Tabelle ITV gibt eine Zusammenstellung der Bedingungen, unter 
denen Salze zwischen Aminoséuren und organischen Séuren entstehen. 
Man sieht, daB mit Essigsiure nur basische Aminosaéuren, Guanidin und 
Kreatinin Verbindungen geben, waihrend sonst nur die verwendeten Amino- 
siuren als solehe zuriickerhalten werden. Mit Oxalsiure wurden Ver- 
bindungen sowohl von basischen als auch neutralen Aminosiuren sowie 
von Amiden erhalten. 





chen 
Aus- 

die 
allen 
und 
yein 
ucin 
1ino- 
den 
1 sie 
ino- 
tere 
ecm 


nter 
hen. 
und 
ino- 
Ver- 
ywie 


Untersuchungen iiber das Verhalten 
von Aminosiuren oder Peptiden zu héheren Fettsiuren. II. 


Von 
KE. Hofer. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat J. Pilsudski 
in Warschau.) 


Eingegangen am 8, August 1936. 
ges J { 


In dem ersten Teil der Untersuchungen von Przyfecki und Kasprzyk! 
wurde nachgewiesen, daf nur basische Aminosduren Verbindungen mit 
Fettsiuren in wasserfreien Systemen geben. In vorliegender Arbeit 
wird die Affinitaét verschiedener Gruppen, namlich des Guanidins, 
Arginins, neutraler Aminosiuren, ferner der Peptide und Amide zu 
Oleinsiure in wasserigen alkoholischen Lésungen gepriift. 

In einer Versuchsserie wurde der EinfluB8 verschiedener Aminoséuren 
oder Peptide auf die Grenzflichenspannung Oleinséure/wasserige Lésung 
untersucht. Die Versuche, die bei py 3,5 und 8 ausgefiihrt wurden, ver- 
liefen negativ. Auch Leucylglycylglycin anderte die Grenzflachenspannung 
nicht. 

In einer zweiten Serie wurde der EinfluB dieser Stoffe auf die 
Emulgierung der Oleinséure untersucht. 

Zu 30 oder 50 cem einer 1 ® igen Aminosdurelésung, die auf pq 8 bis 9 
gebracht war, wurden 20 ccm einer 25- bis 30° igen alkoholischen Olein- 
siurelésung zugesetzt. Die Mischung wurde im Scheidetrichter 1 Stunde 
gut geschiittelt, dann wurde nach 2 bis 4 Stunden n HCl bis zum 
py 4 bis 5 zugesetzt und aufs neue geschiittelt. Nach 24- bis 48stiindigem 
Stehen wurden zweimal 10 ccm der unteren Schicht zur Analyse ent- 
nommen und die Fettséure nach Hydrolyse mit HCl oder NaOH und 
Extraktion mit Ather nach Auwmagawa und Suto bestimmt. 


Tabelle. 





Extrahierte Fettsiiure 

; . $$$ $$$ | ernensmmemen | fied (Be ck 
~ > Pp a ™ 0 

Aminosiure in 10cem in 50 cem Fettsdure 


£& ~ 


COR ee aeRO 0,010—0,031 0,15 3 
ABOOVERID «4 s 4 + 0,015—0,1 0,45 9 
Asparaginsaure. . . .. 0,012—0,015 0,65 1,0 
Gueniam*. ..... 0,313—0,426 2,13 42.6 
Aven wk kk 0,757—0,840 4,0 80 
Diglycylglycin*. . Pt 0,852—0,873 43 86 
NE 5h gia 3 0,01 —0,05 0,2 4 
* Es bildete sich keine Oleinsiureschicht. Auf der Oberfliche waren nur einige kleine 

Oleinsiuretropfen zu beobachten. 


1 Siehe die vorherige Abhandlung. 





E Hofer. 


Die Zahlen der Tabelle zeigen, daB die basischen Aminosauren 
sowie Peptide des Glykokolls dauerhafte Emulsionen von Oleinsiure- 
Aminosdure bei ziemlich saurem pu geben. So entstehen mit 
Arginin, Guanidin oder Diglyeylglycin bei px 3 bis 4 Emulsionen, die 
ungefahr 80 °% oder mehr der zugesetzten Oleinséure enthalten. Dagegen 
sind die neutralen und sauren Aminosauren sowie ihre Amide zur Emul- 
sifikation unfahig, obwohl auch diese Systeme bei alkalischer Reaktion 
geschiittelt wurden. Die Resultate bestatigten die Ergebnisse von 
Przylecki und Kasprzyk und beweisen, daB auch in wasseriger Lésung 
nur basische Aminosdéuren Verbindungen mit héheren Fettsaéuren 
geben. Reaktionsfaihig sind also nur Stoffe, die eine freie, von COO 
unabhangige NH,- oder NH-Gruppe enthalten. 

Die in Alkohol meist molekular geléste Oleinséure wird beim 
Zusammenbringen mit einer wasserigen Aminosiurelésung entweder 
Verbindungen mit den basischen Aminosaéuren bilden oder sich zu 
Micellen vereinigen. Die mit den Aminosiuren verbundenen Teilchen, 
die eine starkere Affinitat zu H,O besitzen, bilden die aussere Schicht 
der Micelle und verhindern eine Vereinigung der Micellen miteinander. 

Die Peptide wirken offenbar dadurch emulgierend, daB sie die 
Oleinsiure durch die CONH-Gruppe binden. Dieselbe Erscheinung 
wurde mit Glycinanhydrid beobachtet. 

Die erhaltenen Resultate, zusammen mit den Ergebnissen von 
Cichocka', beweisen, daB unter den Aminosaéuren der EiweifSkérper 
die basischen Reste des Arginins, Histidins und Lysins Affinitét zu 
Fettséuren haben. AuBerdem ist noch die CONH-Gruppe von Be- 
deutung, deren Wirksamkeit aber sicher durch verschiedene Um- 
stinde, z. B. raumliche Hindernisse oder Nachbarschaft saurer 
Aminosaurereste, abgeschwaicht werden kann. 

Die Verbindungen zwischen Proteinen und Fettséuren kénnen 
nach unseren Befunden nicht durch physikalische Kohasionskrafte 
hervorgerufen sein. Sie diirften auch nicht als eigentliche, stark disso- 
ziierte salzartige Verbindungen aufzufassen sein, vielmehr diirften 
sie eine Mittelstellung zwischen Molekiilverbindungen und Elektro- 
valenzverbindungen einnehmen. Besonders die Verbindungen, die durch 
die CON H-Gruppe zustande kommen, sind sicher nicht heteropolarer 
Art, sie entsprechen vielmehr den Molekilverbindungen. Deswegen 
ist es z. B. schwer, durch Salze (NaCl, Na.SO,) die entstandenen Emul- 
sionen zu vernichten. Die Salze erschweren aber das Entstehen der 
Emulsion selbst. 


1 Im Druck. 





Zur Kenntnis der Oxime 
und ihrer Hemmungswirkung auf Katalase. I.* 
Von 
M. G. Sevag und Lore Maiweg. 
(Eingegangen am 12. August 1936.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren kurzen Mitteilung! haben wir darauf hingewiesen, 
daB verschiedene Oxime unter gewissen Bedingungen eine auBerordent- 
lich starke Hemmung auf Katalase auszuiiben vermégen. Wir machten 
diese Feststellung auf Grund der Annahme, das Oxime, die mit Schwer- 
metallen zur Bildung unléslicher innerer Komplexsalze fahig sind, 
auch mit einem Eisen enthaltenden Enzym eine irreversible Verbindung 


eingehen und dadurch hemmend wirken kénnten. Auffallend war bei 
diesen Versuchen die Tatsache, daf§ diese erwartete Hemmung nicht 
unmittelbar in rein wasseriger Lésung, sondern nur nach kurzer Saure- 
vorbehandlung und nachfolgender Neutralisation der Oxime fest- 
zustellen war. Eine Erklarung fiir dieses merkwiirdige Verhalten 
versuchen wir auf Grund eingehender Versuche und Beobachtungen 
im folgenden zu geben. 


Neue einfache Methode zur Darstellung der Katalase aus Blut. 


80 cem durch Schiitteln mit Glasperlen defibriniertes Kaninchenblut 
wurden zentrifugiert. Das Blutkérperchensediment wurde vom Serum 
getrennt, dreimal mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und mit 
destilliertem Wasser auf 800cem aufgefiillt. Die 10°,ige hamolysierte 
Blutl6sung wurde 3 Stunden mit 30cem Chloroform geschiittelt und von 
den Spuren eines Niederschlags abfiltriert. Diese rotbraune Stammlésung 
wurde unter Zusatz von 5ecem Chloroform im Eisschrank aufbewahrt. 

Nach sechstagiger Aufbewahrung im Eisschrank wurde die Katalase 
aus 200 cem dieser Blutstammlésung (die nach 4 Monaten im Eisschrank 
noch unverandert war) dargestellt durch Hinzufiigen von 1,425 g NagHPO, 
und 0,7262 g KH,PO,, d.h. der 200 cem m/15 Phosphatpuffer, py 7, ent- 
sprechenden Trockensubstanz. Der Blutfarbstoff fiel sofort fast vollstandig 
aus, der Rest nach einstiindigem Behandeln mit 30cem Chloroform im 
Schiittelapparat. Nach dem Zentrifugieren war die iiberstehende Lésung 
wasserklar, farblos, sehr aktiv und zeigte eine negative EiweiBprobe mit 
Sulfosalicylsaéure. 

Die so dargestellte Katalase zeigte beim Aufbewahren im Eisschrank (3°) 
in den weiteren 8 Monaten wahrend der Ausfiihrung dieser Versuche keine 


* Diese Arbeit wurde durchgefiihrt im Institut ,,Robert Koch** (Labora- 
torium Prof. F’. Neufeld) mit Unterstiitzung der Rockefeller-Foundation und 
fortgesetzt bei der Firma Schering-Kahlbaum A.-G. in Berlin. — + Natur- 
wiss. 561, 1934. 
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Abnahme der Aktivitét und keine Triibung. Die fiir unsere Zwecke erforder- 
liche Bestandigkeit der Enzymlésung war also gewahrleistet. 

Um einen Anhaltspunkt fiir den Reinheitsgrad der Katalase zu ge- 
winnen, wurde nach den iiblichen Methoden Kat. = / bestimmt. Die 
Aktivitatsbestimmung der Innenfliissigkeit nach siebentiaigiger Dialyse 
bei 3° ergab Kat. = / 12 200. Die Aktivitat der Katalase nahm jedoch 
beim Entfernen des Phosphatpuffers wahrend dieser Dialyse um zwei 
Drittel ab, so daB die Aktivitat der von uns benutzten Katalase etwa dreimal 
héher als Kat. = / 12200 anzunehmen ist. 


Zusammenhang zwischen der Siiureeinwirkung auf Oxime und ihrem 
Hemmungsgrad. 

Bei unseren in der ersten vorlaufigen Mitteilung angegebenen 
Vorversuchen wurden die Oxime 20 Minuten lang mit n/10 HCl auf 
dem Wasserbad erhitzt. Weitere Versuche sollten nun iiber die Ab- 
hingigkeit der fiir die Hemmung notwendigen Vorbehandlung von 
Konzentration der Saure, Temperatur und Einwirkungsdauer nahere 
Auskunft geben. Als Ma fiir die Einwirkung der Saure auf Oxime wurde 
in diesen Fallen nur der nach verschiedener Saurevorbehandlung mit 
ihnen unter den gleichen Bedingungen erzielte Hemmungsgrad det 
Katalase bestimmt. 

Katalase-Hemmungsversuche. 

Jeder Versuchsansatz bei allen Parallelversuchen enthielt: 1 cem HK. 
(Hemmungskérper), 1 cem Katalase (1: 20 verdiinnt mit m/15 Phosphat- 
puffer, px 7), 5cem Phosphatpuffer m/15, py 7, 1 cem Wasser, 2 cem 0,05 n 
H,O, (0,6cem 30°%iges Perhydrol Merck in 100 cem Wasser). Gesamt- 
volumen 10 cem. 

Die zu priifenden Oxime wurden durch kurzes Erwarmen in Wasser, 
wenn médglich, gelést, sonst als wasserige Suspension mit einer bestimmten 
Menge Saure versetzt und bei der angegebenen Temperatur eine bestimmte 
Zeit lang dieser Saéureeinwirkung ausgesetzt. Nach Ablauf dieser Zeit 
wurde die Lésung sofort auf Zimmertemperatur abgekiihlt, sorgfaltig zu 
pu 7 neutralisiert und in entsprechend weiterer Verdiinnung zum Versuch 
benutzt. 

Versuchsanordnung. Die Versuche wurden sowohl bei 3° (im _ Eis- 
schrank) wie auch bei 37° (im Brutschrank) ausgefiihrt. Alle Reaktions- 
teilnehmer wurden zuerst einzeln auf die entsprechende Temperatur ge- 
bracht. Dann lieB man Katalase, Phosphatpufferlésung und Hemmungs- 
kérper 10 Minuten lang miteinander reagieren und fiigte zuletzt Wasser und 
H,O, hinzu. 1 Stunde nach dem Zusatz von H,O, wurden alle Reaktions- 
mischungen mit je 2 cem 5 Giger Schwefelsiure angesiuert, mit K J versetzt 
und nach | Stunde mit Natriumthiosulfat titriert. 


Vorbehandlung von Diacetyldioxim (DH,). 


a) Mit verschiedenen Séuren. Es werden hier nur Versuche mit Diacetyl- 
dioxim (DH,) angegeben. Acetoxim, Diacetylmonoxim und Cyclohexan- 
1, 2-Diondioxim verhalten sich in allen Fallen entsprechend. Das Dioxim 
wurde mit der betreffenden Saure stets 10 Minuten lang auf dem siedenden 
Wasserbad erhitzt. 
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Kenntnis der Oxime und ihrer Hemmungswirkung auf Katalase. I. 


Tabelle I. 


(Die Zahlen entsprechen dem unzersetzten H,O, in cem n/50 Thiosulfat als 
MaB fiir den Hemmungsgrad der Katalase.) 





‘ Konzentration vou ~D Hi," in der Versuchslisung 
m/100 DH, in PE RIE I. TNS SE ES 3 RE SEE 
m/ 2000 m/ 1/8000 ny n/16 000 m/32000 


PRN og, a igh gi es perked * 10,85 LE ple 6,75 
Dey Hehe 6c ew 8 es 10,85 i 8,9 5,35 
Wao bg Og 6.6 ene ees 10,9 y “7 3,8 
n/2CH,COOH ...... 9,2 sh 2,35 
Kontrolle (HgQ, allein). . . 10,9 


Tabelle I zeigt deutlich den Zusammenhang zwischen der erreichten 
Hemmungsfahigkeit der Oxime und dem pu der Lésung wahrend der 
Vorbehandlung. n/20 HCl und n/20 H,S0, (pu | bis 2) wirken starker 
ein als die schwachen Sauren n/20 Phosphorsiure (pu 2,2) und n/2 
Essigsaure (pu 2,5). 

b) Mit gasférmigem HCl. Fein pulverisiertes DH, wurde in einem 
Glasrohr fein verteilt 1 Stunde lang einem trockenen HC1l-Gasstrom aus- 
gesetzt. Nach dem Entfernen des HCl-Gases durch Evakuieren wurde die 
Substanz nach kurzem Erwarmen in Wasser gelést und unter den iiblichen 
Bedingungen zum Versuch benutzt. Es zeigte sich jedoch keinerlei Hemmungs- 
wirkung. 

Die ,, Umwandlung** von DH, in eine hemmungsfahige Substanz findet 
also nur in Lésung statt. 

c) Einwirkung verschiedener Sdurekonzentration. Es wurde jeweils 
15 Minuten auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. 


Tabelle II. 





; Konzentration von ,D H2* 
m/100 DHg in tite itaccaiian 
m_ 8000 m/16000 m/32000 | m/64 000 





n/> HCl 
mio” 4» « 
n/50 
ni6., 
nj109 , 
n/250 , 

n/2 H,S0, 


2.5 
23 
2.35 
1,95 
1,85 
0,70 
2,1 
1,95 
0,6 
0,0 
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“neoaded (H, 0, allein) . 


Die Ergebnisse zeigen, daB in gewissen Grenzen, z. B. n/10 bis 
n/100 HCl und n/2 bis n/40 H,SO, (pu 1 bis 2), keine oder nur noch 
eine ganz unwesentliche Abhangigkeit von der Saurekonzentration 
vorliegt. Etwa mit dem Verhiltnis 1 Mol HCI zu 1 Mol DH, scheint 
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die optimale Hemmungsfahigkeit erreicht zu sein, bei schwacherer 
Saurekonzentration nimmt sie deutlich ab. 


Einflu8 von Vorbehandlungsdauer und Temperatur. 

Je 29mg DH, wurden zuerst in 45 cem warmen Wassers gelést, dann 
auf die in der Tabelle angegebene Temperatur gebracht, und mit je 5 cem 
n HCl versetzt. Diese m/200 DH,-n/10 HCl-Lésungen wurden nach 
den angegebenen Zeiten schnell abgekiihlt und neutralisiert. 


Tabelle III. 





; Konszentration von ,DH»2“ 
m/200 DH» in n/10 HCl 


m/2000 m 8000 ; m 1/32000 m/128 000 


So Mim. Bei Se"... Sk 9,15 4,05 
60 EEE ao iengdy (St ali 10,2 9,3 
150 a: eae eee 10,1 10,1 

1 ee es ene 9.65 9,45 

5 | an ee 9.75 9,9 
20 a oe ee ee 9,5 9,75 
60 a eee 9.8 9.65 
180 91°, 9,75 9,8 

1 gum Sieden_ erhitzt 10,0 9,75 
Kontrolle (Hy Ox, allein). . . 10,2 


stor 


19 S 


He i = DO He OO DO 
al ol 


~ 


OTOL 


Man sieht, daB die Entstehung der hemmenden Form des Dioxims 
bei 90 bis 100° sehr schnell vor sich geht. Die Hemmung ist nach 1 Minute 
langer und 3 Stunden dauernder Saéureeinwirkung bei Wasserbad- 
temperatur gleich stark. Bei 22° und im Kiihlraum (5°) geht diese 
Umwandlung dagegen nur langsam vor sich. Immerhin wird dieselbe 
Hemmungswirkung durch 1 Minute langes Erhitzen auch schon durch 
2!/,stiindige Einwirkung der Saure bei Raumtemperatur erreicht. 

Die durch Saéurebehandlung entstandene Hemmungswirkung von DH, 
laBt sich durch nachfolgende Neutralisation mit Alkali nicht riickgaingig 
machen. Dies ergibt sich aus den in Tabelle [IV wiedergegebenen Versuchen. 

Zum Vergleich wurden die DH,-Lésungen nur der Saéure- und der 
Alkalieinwirkung unterworfen. Alkali allein ruft keine Hemmungsfahigkeit 
hervor. Die Vorbehandlung geschah durch 5 Minuten langes Erhitzen auf 
dem Wasserbad. 

Tabelle IV. 





Konzentration von .D H»2* 
Ansiitze 


m/2000 m/8000 m/16 000 m/32.000 
m/100 DH, in n/l0 NaOH. . 00 00 ee 
m/100 DH, inn 10 HCl. . . 10,8 10,25 5 5,0 
Ebenso, dann n/10 NaOH. . 9,7 91 15 _ 
m'50 DH, in n/10 H,SO, 10,8 9,55 
EKbenso, dann n/10 NaOH. : 10,3 8,65 
H, 0, allein . . . ae ee ae 10,8 
NaCl-Lésung allen... ; 0 
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Auf Grund dieser Beobachtungen halten wir eine hydrolytische 
Abspaltungsreaktion fiir unwahrscheinlich, da die Annahme einer 
solehen Reaktion ohne eine Abhaingigkeit von der Saurekonzentration 
und Kinwirkungsdauer schlecht vorstellbar ist. AuBerdem wider- 
sprechen dieser Auffassung auch die Bedingungen bei der Synthese 
gewisser Oxime aus Hydroxylamin und Ketonen und ebenso bei der 
Bildung von réumlichen Jsomeren und Monoximen aus Dioximen in 
stark saurer Lésung bei erhéhter Temperatur'. Die Tatsache, dab 
z. B. Acetaldoxim im Gegensatz zum Acetoxim und allen anderen 
Oximen unter diesen Bedingungen keine hemmende Wirkung erlangt, 
ware ebenfalls unverstaindlich. Auch unsere spateren Versuche er- 
weisen, daB kein auf Grund einer angenommenen hydrolytischen 
Spaltung in der Lésung vorhandenes freies Hydroxylamin fiir die 
Hemmung verantwortlich zu machen ist. 

Vergleichende Hemmungsversuche mit Cyanid, Hydroxylamin und Oximen. 


Wir wollten feststellen, ob alle untersuchten Oxime unter den 
geschilderten Bedingungen sich analog verhalten und wie stark ihr 


Tabelle V. 





H, O2-Konzentration = 10,15 eem n/50 


Substanz bei 30° bei 37° 


m/500  m/2000 ) -m/8000 (.m 32000) m500 | m/2000  m 8000 


Kaliumeyanid ...... | 10,1 9,0 445 0 2,25 | 0,5 — 
Meydroxzviamin . .9. .. «. 9.95} 925 83 5,4 9,0 8,3 3,4 
RON neg es sl oe 995;' 885) 4,65 0.5 4,7 1,5 0 
Acetaldoxim ....... 0 _- - 0 
p-Chinondioxim ..... 7,85 0 — 
Diacetyl-Monoxim .... 9,35 0 0 
Diacetylmonoximmethyl-. 

SE ee eee 0 _ — 0 
Diacetyl-Dioxim ‘ 
Diacetyldioxim- Monoather : 
Diacetyldioxim-Diather . 
Cyclohexan-1, 2-dion-dioxim 
a-Phenylglyoxim 
B- Phenylglyoxim m 
a- Aminodichlorbenzaldoxim 
B-Aminodichlorbenzaldoxim 
Dioxim des 2, 6-Dimethyl- 

3- acetochromon re 10,15 
Dioxim des 2, 6- Dimethyl- 

3-acetochromon §. . - 9,05 
Dioxim des 2, 6- Dimethyl- 

3- ecetochromon , a a a o- 8,8 
Kontrolle (Hy 0», allein) . . 10,15 


Kupferron, Natriumrhodanid und Dicyandiamid zeigten ganz schwache 
Hemmung, Acetonitril, Propionitril und Cyanessigsiure iiberhaupt keine. 


1 Wittig, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 58, 2629, 1925. 
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Hemmungsgrad ist im Vergleich mit dem von Cyanid und Hydroxy]- 
amin. Vorbehandlung der Oxime (m/50 Lésungen) in n/25 H Cl wahrend 
) Minuten auf dem siedenden Wasserbad, nur Chinondioxim in n/10 HC! 
20 Minuten und Chromondioxim in n/5 HCI 50 Minuten. 

Wir sind den Herren Professor Wittig-Braunschweig, Dr. Theilacker- 
Tiibingen und Dr. Thilo-Berlin, fiir die Uberlassung einiger der hier be- 
nutzten Priparate zu groBem Dank verpflichtet. 


Alle benutzten Oxime und ihre Stereoisomeren iiben in rein wiisseriger 
Lisung keinerlei Hemmung auf Katalase aus. 

Tabelle V zeigt, daB alle hier untersuchten Ketoxime nach Saure- 
vorbehandlungen eine deutliche Hemmung auf Katalase ausiiben und 
zwar am stiarksten Diacetyldioxim (,,DH,"‘) und Cyclohexan-1,2-dion- 
dioxim (,,Cy-di"'). Ein Vergleich zeigt, daB in diesem Falledie Hemmungs- 
wirkung von ,,DH,** diejenige von KCN mehrfach iibertrifft und der- 
jenigen von Hydroxylamin annahernd gleichkommt, wahrend ,,Cy-di‘ 
auch die letztere noch etwas iibertrifft. 

Die Ergebnisse zeigen ferner, da& nur die freie Oximgruppe in 
eine hemmende Form iibergehen kann, denn Diacetylmonoximmethy]- 
ither und Diacetyldioximdiather zeigen keinerlei Hemmung und Di- 
acetyldioximmonoather besitzt nur etwa die halbe Wirkung. 

Die Méglichkeit, daB durch Saurebehandlung die «-Form von 


stereoisomeren Oximen in eine B- oder y-Form umgelagert werden und 
dadurch eine hemmungsfaihige Form entstehen kénnte, veranlaBte 
uns, auch einige stereoisomere Formen von Oximen mit Saure zu be- 
handeln und ihre dadurch hervorgerufene Hemmungsfahigkeit zu 
priifen. Alle stereoisomeren Formen der Oxime zeigen deutliche 
Hemmungserscheinungen, auf deren quantitative Unterschiede wir hier 


nicht naher eingegangen sind. 

Wir glauben, daB der negative Ausfall der Hemmungsreaktion 
mit Acetaldoxim als Ausnahmefall auf einer geringeren Stabilitat 
der hemmenden Form beruht, die in Lésung sofort nach der Neutra- 
lisation wieder in den urspriinglichen Zustand zurickgeht. 


Uber den zeitlichen Verlauf der Hemmung mit Cyclohexan-1, 2-Diondioxim, 
Diacetyldioxim, Hydroxylamin und KCN. 

Im Zusammenhang mit den Ergebnissen der Tabelle V haben wir 
in den folgenden Versuchen weitere Einzelheiten und quantitative 
Verhiltnisse bei der Hemmung von ,,DH,*‘ und ,,Cy-di* im Vergleich 
mit KCN und Hydroxylamin festgestellt. 


Hemmungsversuche bei 3°. 


Hemmungskérper. Die Endkonzentration der Hemmungské6rper in den 
Reaktionsmischungen betrug -m/250000 ,,Cy-di‘‘, m/200000  ,,DH,* 
m/100000 NH,OH und m/25000 KCN. 
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»Cy-di* und ,,DH,*‘ wurden benutzt nach folgender H Cl-Vorbehand- 
lung: m/100 Cy-di-n/5 HCl 5 Minuten auf dem siedenden Wasserbad, 
m/100 DH,-n/5 HCl 5 Minuten auf dem siedenden Wasserbad, NH,OH 
und KCN in neutraler (pq 7) wasseriger Lésung. 

Reaktionsmischung. Gesamtvolumen 200 cem, d.h. 10cem HK (z. B. 
m/12500 ,,Cy-di‘*, m/10000 ,,DH,‘'), 15cem m/15 Phosphatpuffer, px 7, 
5eem Katalase (1:55 verdiinnt). 130cem Wasser, 40cem 0,05n H,O, 
(Endkonzentration n/100). 

Die Kontrolle mit Katalase ohne Hemmungskérper wurde entsprechend 
mit Wasser hergestellt. 

Reaktionsverlauf. Alle Reaktionsteilnehmer wurden zuerst einzeln im 
Eisschrank auf 3° abgektihlt. Dann lieB man die Mischung von Hemmungs- 
kérper, Phosphatpuffer und Katalase (30 ccm) vor der weiteren Verdiinnung 
10 Minuten lang miteinander reagieren, fiigte dann das Wasser und zuletzt 
zu genau bestimmter Zeit H,O, hinzu) Nach der Zugabe von H,O, wurden 
in jedem Versuchsansatz alle 5 bzw. 10 Minuten 10 cem mit einer geeichten 
Pipette in eine angesiuerte K J-Lésung abpipettiert und nach 1 Stunde mit 
n/50 Thiosulfat titriert. 


Hemmungsversuche bei; 37°, 


Das verschiedene Verhalten der Katalase bei 3° und 37° machte zur 
iibersichtlichen Gestaltung der Versuche andere Konzentrationsverhiltnisse 
erforderlich. 

Hemmungskorper. Die Endkonzentrationen der Hemmungsk6rper in 
den Reaktionsmischungen betrugen m/150000 ,,Cy-di‘*, m/150000 ,,DH,“, 
m/75000 NH,OH und m/7500 KCN. 

Vorbehandlung von ,,Cy-di‘* und ,,DH,** wie bei 3° angegeben. 

Reaktionsmischung. Gesamtvolumen 150 cem, d.h. 5cem HK (z. B. 
m/5000 ,,Cy-di** usw. 5ccem Kat. (neu 1: 10 verdiinnt), 10 cem Phosphat- 
puffer m/15, px 7, 100 cem Wasser, 30 cem 0,05 n H,O, (Endkonzentration 
n/100). 

Kontrolle ohne Hemmungsk6érper entsprechend mit Wasser. 

Reaktionsverlauf. Alle Reaktionsteilnehmer wurden einzeln im Wasser- 
bad auf 37° vorgewirmt. Die Mischung von Katalase und Hemmungsk6rper 
(10 cem) blieb vor der weiteren Verdiinnung 10 Minuten lang im Wasserbad, 
dann wurde Phosphatpuffer, Wasser und zuletzt H,O, zugefiigt. Nach der 
Zugabe von H,O, wurden aus jeder Mischung alle 5 bzw. 10 Minuten 10 cem 
in eine angesiuerte K J-Lésung abpipettiert und mit n/50 Thiosulfat titriert. 

Die Kurven der Abb. 1 zeigen deutlich, wie die Zersetzung von H,O, 
durch Katalase von den verschiedenen Hemmungskoérpern beeinfluBt wird. 
Bei 3° nimmt die zuerst deutliche Hemmung durch KCN im weiteren 
Verlauf der Zeit infolge Dissoziation der Kat.-CN-Verbindung wieder 
stark ab, so daB nach 2!/, Stunden die Anfangshemmung praktisch 
wieder aufgehoben ist und die Zersetzung von H,O, fast bis zum End- 
wert der Kontrolle ohne Hemmungskoérper fortgeschritten ist. Im 
Gegensatz hierzu setzt sich die Zersetzung von H,O, durch den Rest 
der von NH,OH, ,,DH,“ und ,,Cy-di‘ irreversibel gehemmten Katalase 
fast linear mit der Zeit fort. 
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Bei 37° ist die geringe Zersetzung von H,O, durch die restliche 
Katalase im Falle von NH,OH, ,,DH,** und ,,Cy-di‘‘ als Hemmungs- 
kérper nach 30 Minuten beendet. Mit KCN dauert die Zersetzung 
dagegen an, bis nach 60 Minuten die zuerst beobachtete Hemmung 
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wieder vollstandig aufgehoben ist und derselbe Punkt erreicht wird 
wie bei der Kontrolle ohne Hemmungskérper. 


Diese Vergleichversuche zeigen folgende Hemmungsergebnisse : 





Hemmung 
KON NH,OH »D Hy“ »Cy-di* 
Bei 3° (150 Min.) . . m/25 000 m/100 000 m/200000 | m/250 000 
1% 67 % 51% 56% 
Bei 37° (60 Min.) . . m/7500 m/75 000 m/150000 | m/150 000 
o% 55 % 82 % 25 9% 
/O /0 /O /O 


Katalytische BeeinfluBbarkeit der Hemmungskérper untereinander. 


Die Tatsache, daB neutrale Hydroxylaminlésungen sehr unbestandig 
sind, lieB es wichtig erscheinen, das Verhalten ihrer hemmenden Eigen- 
schaften im Laufe der Zeit im Vergleich mit denjenigen von ,,DH," 
und ,,Cy-di‘-Lésungen festzustellen. Falls Hydroxylaminlésungen 
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Kenntnis der Oxime und ihrer Hemmungswirkung auf Katalase. [. 49 


diese hemmenden Eigenschaften in wenigen Tagen verlieren, die Lésungen 
von ,,DH,* und ,,Cy-di‘ sie dagegen einige Wochen lang behalten, 
ware es méglich, hieraus den SchluB zu ziehen, daB kein freies Hydroxyl- 
amin in diesen Lésungen vorhanden sei. Tatsachlich zeigen die Ver- 
suche auch, daB ,,DH,‘-Lésungen ihre hemmenden Eigenschaften 
mehrere Wochen, ,,Cy-di‘ 10 Tage lang und Hydroxylamin nur wenige 


Tage lang behalten. 

Wir hielten diese Tatsachen indessen noch nicht fiir beweisend. 
Es bestand namlich noch die Méglichkeit, daB das in den vorbehandelten 
Oximlésungen von anderen Forschern angenommene Hydroxylamin 
durch die Gegenwart von Ketonen oder unveranderten Oximen kata- 
lytisch oder auf irgend eine andere Weise stabilisiert, also am normalen 
schnellen Zerfall verhindert sein kénnte. Wir haben daher Mischungen 
von Hydroxylamin mit unveranderten und vorbehandelten Oximen, 
also z. B. 
(DH, + H,NOH], [,,DH,“ + H,NOH}, [Cy-di + H,NOH] + [,,Cy-di* 

+ H,NOH] 

auf ihre Hemmungswirkung hin untersucht. Dabei war es iiberraschend, 
festzustellen, daB die einzelhnen Komponenten dieser Lésungen tat- 
sichlich einen starken katalytischen EinfluB aufeinander ausiiben. 


Hemmunegsversuche mit Hydroxylamin und Diacetyldioxim (nach H(Cl-Vor- 
behandlung = ,,DH,* oder ohne HCl-Vorbehandlung = DH,). 


1. Hemmungsstammlésungen, die gleichzeitig m/400 ,,DH,‘* und 
m/400 NH,OH enthielten. Dazu als Kontrolle m/400 ,,DH,‘* und m/400 
NH,OH allein. 

Die HCl-Vorbehandlung von DH, erfolgte durch 5 Minuten langes 
Erwarmen einer m/100 ,,D H,‘‘-n/5 HCl-Lésung auf dem siedenden Wasser- 
bad und sofort anschlieBende Abkiihlung und Neutralisation. 

Aus den Stammlésungen wurden die entsprechenden Verdiinnungen 
fiir jeden einzelnen Versuchsansatz nach einstiindigem bzw. fiinf- bis 
neuntigigem Stehen bei Zimmertemperatur jedesmal neu hergestellt. 

2. Hemmungsstammlésungen, die gleichzeitig DH, m/400 und NH,OH 
m/400 und DH, m/400 und NH,OH n/1000 enthielten. Dazu als Kon- 
trollen m/400 NH,OH und m/1000 NH,OH ailein. 

Aus diesen Stammlésungen wurden die entsprechenden Verdiinnungen 
fiir jeden einzelnen Versuchsansatz nach einstiindigem bzw. 2-, 4- und 
20tagigem Stehen bei Zimmertemperatur neu hergestellt. 


Tabelle VIa zeigt, daB Hydroxylamin allein nach neuntagigem 
Stehen bei Zimmertemperatur fast vollstandig zersetzt ist (siehe NH,OH 
m/8000 und m/32000), wahrend andererseits eine ,,DH,‘‘-Lésung 
allein noch keine nennenswerte Abnahme ihrer Hemmungsfahigkeit 
zeigt. Es scheint, daB die Hydroxylaminlésung durch das Hinzufiigen 
von ,,DH,* stabilisiert wird. Der Hemmungsgrad der Mischung ist bei 
Konzentrationen, in denen N H,OH allein schon wirkungslos ist, noch 
etwas starker als bei ,,DH,* allein. 

Biochemische Zeitschrift Band 288. 
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Kenntnis der Oxime und ihrer Hemmungswirkung auf Katalase. I. 51 


Labelle VIb zeigt, daB auch DHg,, das allein gar keine Eigen- 
hemmung besitzt, imstande ist, eine Hydroxylaminlésung, die sonst 
nach 20 Tagen fast vollstaéndig zerstért ist, zu stabilisieren. Dabei 
ist zu beachten, da} die an sich wirkungslose DH,-Lésung, ebenso wie 
in Tabelle Via schon undeutlich zu erkennen ist, die Hemmungs- 
wirkung von NH,OH nicht nur stabilisiert, sondern auch von vorn- 
herein schon verstarkt. 


Hemmungsversuche mit Hydroxylamin und Cyeclohexan-1, 2-Diondioxim 
(nach HCl-Vorbehandlung wCy-di* und ohne HCl-Vorbehandlung 
Cy-di). 

1. Hemmungsstammlésungen, die gleichzeitig m/400 NH,OH und 
m/400 ,,Cy-di**, m/400 NH,OH und m/20000 ,,Cy-di** und m/400 NH,OH 
und m/80000 ,,Cy-di** enthielten. Dazu als Kontrollen m/400 NH,OH 
und m/400 ,,Cy-di** bzw. m/400 Cy-di allein. 

Die Vorbehandlung von ,,Cy-di‘* erfolgte durch 5 Minuten langes 
Erwarmen einer m/50 ,,Cy-di‘'-n/5 HCl-Lésung auf dem siedenden Wasser- 
bad mit sofort anschlieBender Abkiihlung und Neutralisation. 

Aus den Stammlésungen wurden die entsprechenden Verdiinnungen 
fiir jeden einzelnen Versuchsansatz nach einstiindigem bzw. fiinf- und zehn- 
tagigem Stehen bei Zimmertemperatur jedesmal neu hergestellt. 

2. Hemmungsstammlésungen, die gleichzeitig m/400 NH,OH und 
m/400 Cy-di, m/400 NH,OH und m/20000 Cy-di und m/400 NH,OH und 
m/80000 Cy-di enthielten. 

Tabelle VIIa zeigt, daB ,,Cy-di‘‘ anfangs eine ungewéhnlich starke 
Hemmungsfahigkeit besitzt, die jedoch in 20 Tagen vollstandig ver- 
schwindet. NH,OH allein verliert in diesem Fall diese Fahigkeit etwas 
langsamer, so daB nach 20 Tagen noch ein Rest davon zuriickgeblieben 
ist. Dagegen bildet die Mischung dieser beideneinsehr stabiles Hemmungs- 
system. Durch das Vorhandensein von m/80000 ,,Cy-di* in einer 
m/400 NH,OH-Lésung wird deren Hemmungsfahigkeit schon voll- 
standig stabilisiert. 

Tabelle VII b zeigt noch deutlicher, daB auch die an sich hemmungs- 
unwirksame Cy-di-Lésung eine N H,OH-Lésung zu stabilisieren vermag, 
und zwar ebenfalls schon in der Verdiinnung m/80000 Cy-di in m/400 


NH,OH. 


Das wichtigste Ergebnis dieser Versuche ist, daB eine Hydroxyl- 
aminlésung schon durch m/80000 ,,Cy-di oder Cy-di stabilisiert wird, 
und daB eine HCl-vorbehandelte ,,Cy-di‘‘-Lésung allein ihre hemmenden 
Eigenschaften schon nach 10 Tagen vollstandig verloren hat. Aus diesen 


Ergebnissen glauben wir schlieBen zu kénnen, daB die hochwirksame 

»Cy-di‘*-Lésung vollstindig frei von Hydroxylamin sein mu. Falls 

man namlich in der ,,Cy-di‘‘-Lésung abgespaltenes Hydroxylamin 

fiir die Hemmungswirkung verantwortlich machen wollte, miiBte man 

gleichzeitig annehmen, daB dieses Hydroxylamin auch in diesem Falle 
4* 
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54 M. G. Sevag u. L. Maiweg: 


zum mindesten durch m/80000 von unzersetztem Cy-di stabilisiert 
wiirde. Das ist, wie die Versuche zeigen, bei ,,Cy-di‘‘-Lésungen, die schon 
nach 10 Tagen keine Hemmungsfahigkeit mehr zeigen, nicht der Fall. 

Es ist also klar, dap in der katalasehemmenden Lésung von ,,Cy-di‘ 
auch keine Spur von Hydroxylamin vorhanden ist. Wir miissen  statt 
dessen annehmen, dap ,,Cy-di™ selbst in einer neuen, in das urspriinglich 
Cy-di riickumwandlungsfahigen Form vorliegt. 


Uber Bildungsweise und Eigenschajten einer Hydroxylamin-Diacetyl- 
zwischenverbindung. 

Um die Annahme des Vorhandenseins von ,,freiem‘‘ Hydroxyl- 
amin in den HCl-vorbehandelten Diacet yldioximlésungen zu widerlegen, 
muBten wir die Eigenschaften von Lésungen mit Hydroxylamin und 
Diacetyl im stéchiometrischen Verhaltnis (2 Mol NH,OH pro 1 Mol 
Diacetyl) genau studieren. Denn nur bei gleichzeitiger Anwesenheit 
von Diacetyl in diesem Verhaltnis kénnte ,,freies‘‘ Hydroxylamin auch 
in den mit Saure vorbehandelten Diacetyldioximlésungen vorhanden 
sein. Aus diesem Grunde untersuchten wir Lésungen von NH,OH 
allein, NH,OH und Diacetyl 2:1, NH,OH mit iiberschiissigem Di- 
acetyl und andererseits Diacetyl mit tiberschiissigem NH,OH. 

Lésungen von Hydroxylamin allein siehe Tabelle VIII, Neutrale 
Hydroxylaminlésungen wurden beim Stehen unter Luftzutritt 
yihrend eines Tages bei Zimmertemperatur zersetzt, ebenso bei 60° 
oder auch bei Zimmertemperatur nach dem Durchleiten von Luft in 
wenigen Stunden. Unter Abschlu8B von Luftsauerstoff sind die Lésungen 
dagegen bestandig. Sie werden noch schneller zerstért in Gegenwart 
von Na,MoO,* und SeO,**. Gelegentlich findet jedoch auch unter 
diesen Bedingungen (auBer mit SeO,) nur eine teilweise Zersetzung 
von Hydroxylamin statt. 


Lésungen von Hydroxylamin und Diacetyl (m/100 NH,OH-m /200 
Diacetyl). Mischt man die Lésungen von Hydroxylamin und Diacety! 
im stéchiometrischen Verhaltnis, so entsteht sofort ein sehr stabiles 
Zwischenprodukt. Diese Reaktion findet so schnell statt, daB Hydroxyl- 
amin unmittelbar nach der Zugabe von Diacetyl unter den oben er- 
wahnten Bedingungen nicht mehr zerfallt (siehe Tabelle VIII). 


Quantitative Bestimmung von Hydroxylamin als Ni-Dimethylgqlyoxim. 
Je 100cem m/100 NH,OH-Lésungen wurden mit 2,5 cem m/5 Diacety! 
(= m/100 NH,OH-m/200 Diacetyl entsprechend m/200 DH,) versetzt und 
weiter behandelt wie bei der Ni-Fallung von DH, (siehe 8. 62). Die rote 
Fallung trat erst ganz allmiahlich nach der Zugabe von NH, auf dem 
siedenden Wasserbad auf. 


* Kurtenacker, Zeitschr. f. anorg. Chem. 140, 300, 1924. — ** Hins- 
berg, Liebigs Ann. 260, 40, 1890. 
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Kenntnis der Oxime und ihrer Hemmungswirkung auf Katalase. I. 55d 
Die Fallungen von NH,OH-Diacetyl in Gegenwart von SeO, und 
Na, MoO, wurden mit groBer Sorgfalt durchgefiihrt, um unter verschiedenen 
pu-Verhaltnissen andere unspezifische Niederschlige méglichst zu vermeiden ; 
sie werden trotzdem nicht als quantitativ angesehen. 
Die Ergebnisse der Tabelle VIII beweisen, dap in diesen m/100 
NH, OH-m/200 Diacetyllésungen Hydroxylamin und Diacetyl also 
2 y J y y 7] 
nicht in einer freien und voneinander unabhangigen Form nebeneinander 
existieren kénnen. 


Tabelle VIII. Vergleich der Bestandigkeit der Hydroxylamin- 
Diacetylzwischenverbindung und von Hydroxylamin allein. 





Ni(D H)2g 
mg 


Ni- Fallung : 


m/100 NH,OH nen | a a ee fe ae 
nach 2 Std. Luftdurchleiten 


Doo bo 


” ” 


ae ” 


mwnrwc =I 
— AISI DO 


mj100 NH,OH allein nach 4 Tagen bei Zimmertemperatur unter 
Lufteintritt 

m/100 NH,OH allein nach 4. Tagen bei Zimmertemperatur unter 
Luftabse hluB . 

m/100 NH,OH allein nach “24 Std. bei 60° Sete eed be St as 

m/100 NH, OH-m/200 Diacetyl nach 24 Std. bei 60° . 2... 


m/100 NH,O8 allein + 0,5 g NayMoO, nach 1 Tag bei Zimmer- 
temperatur unter Luftzutritt . . 0 
m/100 NH, OH allein + 0,5¢ Na, MoO, 1 nach 1 Tag bei Zimmer- 
temperatur unter LuftabscbluB . . 53,6 
m/100 NH,OH-m/200 Diacetyl + 0,5 g Na, MoO, nach 1 Tag bei 
Zimmertemperater unter Luftzutritt . . 47.8 
m/100 NH,OH-m/200 Diacetyl + 0,5 ¢ Nag MoO, ‘nach 1 Tag bei 
Zimmertemperatur unter LuftabschluB . . ; 49.5 


m/100 NH,OH allein nach 20 Std. bei 60° . aa 0 
m/100 NH, OH allein + m/100 SeO, nach 20 Std. bei 60° |. . 0 
m/100 N H, OH- -m/200 Diacetyl + m/100Se 0, nach 20 Std. bei 60° . 54,5 


Mit Hilfe ihrer beiderseitigen Affinitait treten sie sofort zur Bildung von 
Zwischenverbindungen zusammen, die sich in ihrem Verhalten sowohl von 
Hydroxylamin als auch von Diacetyldioxim unterscheiden. Die unter diesen 
Bedingungen bestehenden Verhaltnisse kénnen vielleicht folgendermaBen 
formuliert werden: 


CH ,—C C—CH, CH,—C 0—CH, +> CH,—C C—CH, 


0 0 ni N OH N OH 


4 


N—OH N—OH 


fom F ie 
H, N—OH H, N—OH H OH H OH / 


I. a. CH3;—C C—CHsg, 
1 | 
H—N=0O H—N=—0O 
b. 
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Die Komponenten dieses Systems werden bei Zimmertemperatur all 
miahlich, bei 60° schneller in DH, umgewandelt. Nach 24 Stunden 
bei 60° sind 40% davon in DH, verwandelt, nach einigen Tagen bei 60‘ 
ist diese Umwandlung vollstindig. Dieser Ubergang wird bei Zimmer 
temperatur und 60° schon in einigen Stunden vollkommen erreicht in 
Gegenwart von katalytisch wirkenden Metallsalzen, z. B. Na,MoQ,, und 
noch schneller, wenigstens teilweise, durch Nickel in schwach ammoniaka- 
lischer Lésung bei Zimmertemperatur und bis zu 70° wahrend einiger 
Stunden bei Wasserbadtemperatur (siehe auch 8. 60). 

Das System I besitzt die Fahigkeit, Katalase zu hemmen und auch 
mit iiberschiissigem Diacetyl weitere Additionsverbindungen einzugehen 
und dadurch seine Hemmungs- und Nickelkomplexsalz bildenden Figen- 
schaften vollstandig zu verlieren. Nach unserer Meinung geschieht die 
Bildung der Additionsverbindungen vielleicht folgendermaBen: 

CH,—C C—CH, 
| 
OH |SOH 
CH;—C C—CH; + CH;,—C—C-—-CH, —»> IIa. N—OH N—OH 
la. ‘on {Sou ! oH | 0H 
H—N—OH N sles \v | 
3 CH,—C C—CHs 


r™ 
\ 


H OH 


CH,—C ©—CH, 


CH,—C C—CH, + CH,;C—C—CH, —> IIb N=O N=O 
| | OH OH 
C4,~t-—-- 6-4, 


Ib. | | 
H—N=—0 H—N=—0O 


Das System I verliert bei Zimmertemperatur einen Teil seiner Hem- 
mungsfihigkeit; das beruht, wie spater gezeigt werden wird, auf seinem 
langsamen Ubergang in das nicht hemmende Diacetyldioxim. Der Grad 
der Hemmungsabnahme ist also ein MaB fiir den Ubergang in das unwirk- 
same Dioxim. 

Wenn wir andererseits eine Mischung haben mit zwei- bis dreifachem 
UberschuB an Hydroxylamin, so setzt sich die Hemmungswirkung dieser 
Lésung zusammen aus einem Teil, der dem System I entspricht, und dem 
anderen Teil als Hemmung durch freies, iiberschiissiges Hydroxylamin. 
Nach einigen Tagen wird der letztere Anteil der Hemmungswirkung ver- 
schwinden, da iiberschiissiges Hydroxylamin zerstért ist. Die Hemmungs- 
wirkung beruht dann allein auf dem System I, dessen Ubergang in das 
unwirksame Dioxim in so starker Verdiinnung nur langsam vor sich gehen 
kann (Abb. 2). 

Wir sehen, daB Hydroxylamin allein (Va) nach 72 Stunden oder (Vb) 
nach 24 Stunden bei Zimmertemperatur vollkommen zerstért ist. Die 
Kurven I, II und III zeigen dagegen deutlich, daB durch Zufiigen von 
Diacetyl (m/800 bis m/200) eine Zwischenverbindung mit stark hemmenden 
Eigenschaften entstanden ist. Diese Lésungen verlieren allmahlich einen 
geringen Teil ihrer Hemmungsfahigkeit einerseits durch den Zerfall von 
iiberschiissigem freiem Hydroxylamin und andererseits durch den Ubergang 
der Zwischenverbindung in das hemmungsunwirksame DH,. Dieser Uber 
gang geht um so langsamer vor sich, je verdiinnter die Lésungen sind. 
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Im Gegensatz hierzu zeigt Kurve IV in Gegenwart von tiberschitissigem 
Diacetyl (m/100 NH,OH-m/100 Diacetyl), daB spatestens nach 24 Stunden, 
wahrscheinlich aber schon viel friiher, das System I (siehe S. 56) 
vollstindig in die Additionsprodukte (11) iibergegangen ist und dadurch 
seine Hemmungs/dhigkeit verloren hat. 

Quantitative Methode zur Bestimmung der Zwischenverbindungen 
neben Diacetyldioxim. Um die kinetischen Verhaltnisse bei der Umwand- 





Abb. 2. Hemmungsgrad von 
m/100-N H, OH -Stammlésungen 
mit Zusatz verschiedener 
Mengen Diacetyl im Verlauf 
von 72 Std. 
Die Stammlésungen enthielten: 
I m/100 NH,OH — m/800 Dia- 
cetyl, 

II m/100 NH,OH m/400 Dia- 
cetyl, 

III m/100 NH.OH — m/200 Dia- 
cetyl, 

IV m/100 NH,OH — m/100 Dia- 
cetyl, 

V m/100 NH.OH allein. 


a 
In jedem Versuchsansatz: 
Konzentration von Hydroxyla- 
min = m/8000,  d. h. Stamm- 
lésung jedes Mal 1:8 verd. 


b 
In jedem Versuchsansatz : 
Konzentration von Hydroxyla- 
min = m/32000, d. h. Stamm- 
lésung jedes Mal 1: 32 verd. 
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lung der Zwischenverbindungen (I) in Diacetyldioxim und deren Mengen- 
verhaltnisse in einer gegebenen Lésung festzustellen, kamen wir auf 
das Prinzip des in II ausgedriickten komplexen Additionsprodukts 


zuriick (siehe S. 56). 

Diese angenommenen Additionsprodukte sind so stabil, dab sie 
bei Wasserbadtemperatur auch in Gegenwart von Ni nicht gespalten 
werden. Versetzt man also das System I mit iiberschiissigem Diacety], 
so wird das vorhandene DH, sofort das iibliche Ni-Komplexsalz bilden, 
das auch durch iiberschiissiges Diacetyl nicht angegriffen wird, wahrend 
aus den Zwischenprodukten (I) sofort mit Diacetyl die Additions- 
produkte (II) entstehen, die infolgedessen dem Ubergang in DH, und 
damit der Ni-Fallbarkeit entzogen werden. 
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Hydroxylamin ist also imstande, mit Diacetyl augenblicklich 
in stabile Verbindungen (1) einzutreten. Bei Zugabe von iiberschiissigem 
Diacetyl entstehen aus diesen Verbindungen Additionsprodukte (II), 
die weder durch Alkali, Na, MoQO,, SeO,, noch durch Nickel nach mehr- 
tagigem Stehen bei 60° zerstért werden. 

Man darf daher in Gegenwart von Diacetyl und Hydroxylamin im 
stochiometrischen Verhdltnis keinesfalls von ,,freiem Hydroxylamin™ 
in der Lésung sprechen. 

Abb. 3 zeigt die Ergebnisse einer Ni-(D H),-Fallung aus Hydroxyl- 
amin und Diacetyl durch Zufiigen von 100 cem m/100 NH,OH zu 
verschiedenen abgemessenen Mengen von Diacetyl, die einer End- 
konzentration von m/1000, m/500, m/200, m/160, m/100 und m/50 
Diacetyl entsprachen. Die salz- 
saure Hydroxylaminlésung wurde 
ohne vorherige Neutralisation 
zum Diacetyl zugesetzt und mit 





Diacetyl zusammen 1 Stunde auf 
dem siedenden Wasserbad er- 
hitzt. Damit wollte man fest- 
stellen, ob die Reaktionsteil- 
nehmer durch Erhitzen in saurer 
Lésung voneinander getrennt und 
7| a | dadurch an der spateren Ni- 
—t — t (DH),-Bildung gehindert wiirden. 
Pr Nach einstiindigem Erhitzen 
EE AO, onde Liacetyls #0” wurde neutralisiert und wie iib- 
Abb. 3. Nickel-Dimethylglyoxim-Fillung aus lich mit NH,Cl und NiCl, ge- 
m/100-N H,OH-Lisungen nach Zusatz ver- fallt. In der Mischung m/100 
eee 200, m1166, mi100 and m3), =~ NHOH-m/200Diacetylentstand 
schon vor der Zugabe von NH, 











sofort ein dicker roter Niederschlag, also schneller als in neutraler 
Lésung ohne vorheriges Erwirmen der NH,OH-Diacetylmischung in 
saurer Lésung. Das 1laBt erkennen, daB schon vorher teilweise ein 
Ubergang der Zwischenverbindung in D H, stattgefunden hat und keine 
Spaltung in die Komponenten (siehe ferner Tabelle IX). Die Kurve 
zeigt weiterhin, daB NH,OH-Diacetyl im stéchiometrischen Verhalt- 
nis die besten Bedingungen fiir die Ni-Fallbarkeit von NH,OH 
bieten, wahrend iiberschiissiges Diacetyl zur Bildung des stabilen 
Additionsprodukts fiihrt und dadurch die Ni-Fallbarkeit verhindert. 


Kritische Betrachtungen iiber die Siureeinwirkung auf Oxime. 


Wir sind von verschiedenen Seiten auf die Méglichkeit aufmerksam 
gemacht worden, daB die Abspaltung von Hydroxylamin aus Oximen fiir 
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diesen Hemmungsvorgang verantwortlich zu machen sei. Ebenso haben 
Keilin und Hartree’ in einer kurzen Mitteilung iiber einige einfache Versuche 
hierzu berichtet. Auf Grund der Tatsache, daB die in Frage stehende 
Lésung von ,,D H,‘‘ ahnlich wie Hydroxylamin, die folgenden Eigenschaften 
zeigt, namlich 

1. Reduktion Fehlingscher Lésung bei Siedetemperatur, 

2. Oxydation von Himoglobin zu Methaimoglobin, 

3. Farbreaktion mit Nitroprussidnatrium, 
und ihrer Feststellung, daB sie nur 29°, der angewandten Menge von DH, 
aus der Lésung wiedergewinnen konnten, haben diese Forscher sofort den 
SchluB gezogen und zu beweisen versucht, daB durch die Behandlung von 
DH, mit verdiinnter Salzsiure Hydroxylamin entstanden sei. 

Bei unseren Untersuchungen haben wir von Anfang an die Uber- 
zeugung gehabt, daB es sich hierbei um eine neue chemische Reaktion handelt. 
Unsere weiteren ausfiihrlichen Studien iiber die speziellen Eigenschaften 
des Hydroxylamins und einer N H,O H-Diacetyl-Zwischenverbindung, ferner 
von Mischungen verschiedener Hemmungskérper untereinander und unserer 
neuen katalasehemmenden Lésungen allein haben diese Ansicht verstarkt. 
Wir fiihlen uns daher berechtigt, die oben erwahnte Annahme zuriick- 
zuweisen. 

Dabei gingen wir in unseren Betrachtungen von folgenden Gesichts- 
punkten aus: 

1. Die Reduktion Fehlingscher Lésung und die Oxydation von Hamo- 
globin zu Methamoglobin ist keine spezifische Reaktion, sondern beweist 
héchstens das Vorhandensein gleicher Oxydations-Reduktionseigenschaften 
oder ahnlicher Gruppen in verschiedenen Substanzen. 

2. Die Farbreaktion mit Nitroprussidnatrium ist nicht nur unspezifisch, 
sondern sie la8t auch keinen SchluB auf die Eigenschaften oder das Vor- 
handensein ahnlicher Gruppen in zwei verschiedenen Substanzen zu. Es 
besteht z. B. keine Ahnlichkeit zwischen einer CO-Gruppe und einer SH- 
Gruppe, obwohl beide die gleiche Farbreaktion geben. 

3. Keilin und Hartree haben nur 29°, von DH, nach der Saéurebehand- 
lung wiedergewonnen, wahrend wir nach der von uns in der vorlaufigen 
Mitteilung angegebenen Vorbehandlung 82° DH, feststellten. Nach 
unseren spateren Versuchen (s. 8S. 64) ergab die Ni-Fallung nach der Be- 
handlung von DH, mit n/2 HCl wahrend | bzw. 2 Minuten auf dem siedenden 
Wasserbad 96 bzw. 90°, von DH,, obwohl in diesen Fallen, wie man mit 
einer noch zu beschreibenden Methode feststellen konnte, 90 bis 100°, 
vom urspriinglichen DH, in die hemmungsfahige Form umgelagert waren. 
Nach einer Vorbehandlung in n/10 HCl wahrend 20 Minuten auf dem 
siedenden Wasserbad stellten wir auf dieselbe Weise eine Umwandlung von 
95% DH, in ,,DH,** fest, also kénnen in dieser ,,D H,‘‘-L6sung nur noch 5 %% 
vom urspriinglichen nicht hemmenden Dioxim vorhanden sein. Unter 
diesen Bedingungen wahrend der Saurebehandlung konnten Ketlin und 
Hartree 29%, vom urspriinglichen DH, wiedergewinnen und betrachteten 
daher diese Menge als unzersetztes DH,. Die von ihnen benutzte Methode 
ist uns unbekannt. Aus der Tatsache, daB unter diesen Umstéanden schon 
95 % des urspriinglichen Oxims umgewandelt sind, muB man schlieBen, dab 
auch diese 29° schon zum gr6Bten Teil aus der hemmungsfahigen in die 
Ni-fallbare Form von DH, zuriickverwandelt sind. Diese Riickumwandlung 


1 Nature 1934, S. 933. 
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ist jedoch bei der Methode von Keilin und Hartree nur unvollstandig und 
fiihrt daher zu falschen Vorstellungen. Sogar wenn man eine 100 %ige 
Zersetzung von DH, in die Komponenten annimmt, miiBte man mindestens 
70% des Oxims wiedergewinnen, wie wir es vergleichsweise mit reinen 
Mischungen von NH,OH und Diacetyl im selben stéchiometrischen Ver- 
haltnis festgestellt haben. Auch wenn man diese Mischung vorher in n/10 
HCI-Lésung 20 Minuten oder 1 Stunde auf dem Wasserbad erhitzt, ergibt 
die darauffolgende Fallung 80% DH, (s. 8. 60 unten). 

Die iibliche Verwendung von Sauren zu hydrolytischen Spaltungen 
erschwert indessen die Vorstellung einer neuen und weniger gelaufigen 
Reaktion, die ebenfalls mit diesen Reagenzien eintreten kann. Ihre Méglich- 
keit wird daher leicht verkannt. Es erscheint vor allem viel schwieriger, 
diese neue Reaktion von der sonst gew6hnlich angenommenen zu unter- 
scheiden, wenn die beiden, obwohl grundverschieden voneinander, doch 
gewisse ahnliche Eigenschaften zeigen. 


Um die experimentellen Grundlagen zu schaffen fiir die Charak- 
terisierung der durch schwache Saéurebehandlung aus Oximen ent- 
stehenden neuen Form, war es daher erforderlich, zum Vergleich die 
Eigenschaften eines Systems, bestehend aus Hydroxylamin-Diacety] 
festzustellen, also den auf Grund einer angenommenen hydrolytischen 


Spaltung entstandenen einzelnen Komponenten aus DH,. Diese Beob- 
achtungen sollen méglichst objektiv mit den Ergebnissen der in ahn- 
licher Weise untersuchten Oximlésungen verglichen werden. 

Von einer Hydroxylamin-Diacetyl-Zwischenverbindung ausgehend 
stellten wir fest, daB wir imstande sind, die Verbindung zu 70 % in das 
Ni-Komplexsalz zu iiberfiihren. Bei mehr als 100 Bestimmungen war 
der Hauptgesichtspunkt, alle spezifischen Eigenschaften dieses Systems 
festzustellen. Die dabei gemachten Beobachtungen waren von grund- 
siitzlicher Bedeutung fiir die spitere Charakterisierung der neuen, 
hemmenden Form aus Oximen. Wahrend alle neutralen Hydroxylamin- 
Diacetyllésungen unter diesen Versuchsbedingungen nicht mehr als 
70 °/Nickelkomplexsalz ergaben, konnte diese Ausbeute durch Erhitzen 
von NH,OH-Diacetyl in neutraler und n/100 bis n/2 salzsaurer Lésung 
wahrend 2 bzw. 20 Minuten oder 1 Stunde auf dem siedenden Wasser- 
bad bis zu 83 % gesteigert werden. Wir sehen also, daB in saurer Lésung 
die Hydroxylamin-Diacetyl-Zwischenverbindung nicht gespalten wird, 
sondern im Gegenteil ein synthetischer Vorgang einsetzt. 

Tabelle IX zeigt, daB sich die Ni-Fallbarkeit der NH, 0 H-Diacetyl- 
Zwischenverbindung durch 20 Minuten langes Erhitzen in n/100 HCl 
auf dem siedenden Wasserbad von 70 auf 77° erhédht; davon sind 
28 % als schon vor der Ni-Fallung umgewandeltes DH, in der Lésung 
vorhanden, wie nach der schon erwahnten Methode (siehe 8. 57) durch 
Fallung bei Zugabe von iiberschiissigem Diacetyl festgestellt wurde. 
Durch einstiindiges Erhitzen derselben Reaktionsmischung ist die 
Umwandlung in DH, schon zu 36% vor sich gegangen. Unter 
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Tabelle IX. Saiurevorbehandlung der Hydroxylamin-Diacetyl- 
Zwischenverbindung. 





Ni(DH), 
ber. 72,2 


m/L00 NH, 0 H-m;200 Diacetyl nach 20 Min. bei 90° in n/100 HCl | get. 55,7 
Dasselbe gefallt mit iberschiissigem Diacetyl . . 15,8 
m/100 NH, 0 H-m/200 Diacetyl nach 1 Std. bei 91° in n'100 HCI 54,1 
Dasselbe gefillt mit iiberschiissigem Diace ee 19,5 
m/L00 NH,0H-m/200 Diacetyl nach 20 Min. bei 91° in n/10 HCl 57,8 
Dasselbe gefillt mit aberschiissigem Diacetyl . . 2,3 
m/100 N H,OH-m/200 Diacetyl nach 1 Std. bei 91° in n/10 HCl. 52,0 
Dasselbe gefallt mit iiberschissigem Diacetyl . . . 
m/100 N H,OH-m/200 Diacetyl nach 5 Min. bei 91° j in n/2 HC ‘s 60,0 
m/100 NH, OH- m/200 Diacetyl nach 20 Min. bei 91° in neutraler 
Lésung . . ee acs a ee | 55,3 
Dasselbe gefillt mit iiberschiissigem Diacetyl Bi he Re 00 | 


denselben Bedingungen mit n/10 HCl betragt diese Umwandlung 
4°, (20 Minuten) bzw. 8°% (1 Stunde). Nach Erhitzen der Zwischen- 
vialhieiibinis:| in n/2 HCl wahrend 5 Minuten erhéht sich die Ni-Fallbar- 
keit von 70 auf 83%, dagegen hat noch keine Umwandlung in DH, 
eingesetzt. Nach Erhitzen in neutraler Lésung wahrend 20 Minuten 
finden wir dieselbe Ni-Fallbarkeit der Lésung wie nach Vorbehandlung 
in n/100 und n/10 HCl, jedoch im Gegensatz zu diesen saure vor- 
behandelten Lésungen keine vorherige Umwandlung in D Hg. 

Im Vergleich hierzu werden Dioxime, die durch Saureeinwirkung 
zu 90 bis 100% in die Katalase hemmende Form umgelagert sind, 
zu 90 bis 96°%, mit Nickel gefallt. 

Wir erzielen also durch Vorbehandlung der Zwischenverbindung mit 
Sdure dieselbe katalasehemmende Form wie durch Sdurebehandlung 
von Oximen. 


Uber die kinetischen Verhaltnisse bei der Umwandlung von Oximen. 


Um deutliche Vorstellungen iiber den zeitlichen Verlauf der Um- 
wandlung von Oximen zu gewinnen, muBten wir der bei 91° schon 
augenblicklich vor sich gehenden Reaktion durch Temperaturerniedrigung 
meBbare Geschwindigkeit verleihen. Das war schon bei 5° der Fall. 
Weiterhin muBten wir die Méglichkeit haben, in den untersuchten 
Lésungen vorhandenes umgewandeltes Diacetyldioxim von normalem 
zu unterscheiden. 


Aus der Tatsache, daB das System I (siehe 8.55) und mit Saure 
vorbehandelte Oxime ahnliche katalasehemmende Eigenschaften haben, 
daB ferner das SystemI imstande ist, mit iiberschiissigem Diacetyl 
stabile, gegen Ni indifferente Additionsverbindungen einzugehen, 
ergab sich fiir uns die Annahme, daB ,,D H,‘‘ und ,,Cy-di“ auch imstande 
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sind, mit iiberschiissigem Diacetyl ahnliche Additionsverbindungen 
einzugehen. Trotz betrachtlicher Unterschiede zwischen dem (H,N- 
OH-Diacetyl)-System I und ,,DH,‘‘waren unsere Versuche in diese: 
Richtung im Einklang mit der obigen Annahme. Mit iiberschiissigem 
Diacety! verloren ,,DH,‘‘ und ,,Cy-di‘‘ nicht nur ihre katalase- 
hemmenden, sondern auch ihre mit Ni Komplexsalz bildenden Eigen- 
schaften. 


Quantitative Bestimmung von Diacetyldioxim als Nickelkomplex. Die 
quantitative Bestimmung von Dioximen mit und ohne H Cl-Vorbehandlung 
wurde nach der bekannten Methode als Ni-Komplex durchgefiihrt. Obwohl 
diese Fallung urspriinglich nur zur Bestimmung von Nickel diente, eignete 
sie sich unter den von uns angewandten Bedingungen auch fiir die Um- 
kehrung, die quantitative Bestimmung von Diacetyldioxim und ebenso fiir 
Cyclohexan-1, 2-Diondioxim. Die von Niel angegebene quantitative 
Methode der DH,-Fallung in neutraler, durch Na-Acetat gepufferter Lésung 
ist dagegen fiir unsere Zwecke nicht brauchbar, da in diesen Lésungen die 
Riickumwandlung von katalasehemmenden Oximen in die mit Nickel 
reagierende Form nur unvollstandig vor sich geht, wahrend unsere Fallungs- 
methode in ganz schwach ammoniakalischer Lésung hierfiir die optimalen 
Bedingungen bietet. 

Diacetyldioxim (DH,) ohne HOCl-Vorbehandlung. 100 cem m/200 
Lésungen von DH, wurden mit 0,5 g NH,Cl und 1 cem einer 10 %igen 
NiCl,-Lésung versetzt. Schon beim ersten Tropfen deutlich rote Fdllung. Die 
Lésung wurde mit NH, schwach alkalisch gemacht, 2 Stunden auf dem 
siedenden Wasserbad erhitzt und heif filtriert. Der Niederschlag wurde mit 
heiBem Wasser gewaschen und bei 110° getrocknet. 

Diacetyldioxim nach Sdurevorbehandlung (,,DH,‘‘). Die HCl vor- 
behandelten Lésungen von ,,DH,‘* wurden unter denselben Bedingungen 
mit Nickel gefallt, dabei zeigten sich jedoch sofort deutliche und charak- 
teristische Unterschiede. Nach der Zugabe von 0,5 g NH,Cl und 1 ecm 
10 %iger NiCl,-Lésung trat zuerst nur eine starke Gelbfdrbung auf und erst 
ganz allmahlich nach der Zugabe von NH, auf dem siedenden Wasserbad 
zeigte sich ein roter Niederschlag, der sich noch einige Zeit lang standig ver- 
mehrte. Wir lieBen daher diese Lésungen, um eine vollstandige Fallung zu 
erreichen, zuerst 2 Stunden auf dem Wasserbad und dann iiber Nacht im 
Brutraum bei 60° stehen. Die Farbe war, verglichen mit der iiblichen 
Ni-DH,-Farbe, mehr gold-rotbraun. 

Der zuerst beobachtete Farbumschlag der Lésung und die erst dann 
mit einiger Verzégerung einsetzende rote Fallung ist charakteristisch fiir 
alle HCl-vorbehandelten ,,DH,‘‘-Lésungen. Die Dauer der Verzégerung, 
von | bis 2 Sekunden bis zu einigen Minuten, ist abhangig von dem Grad 
der Umwandlung von D H, in die hemmende und nicht mit Nickel reagierende 
Form, die dann erst im Laufe dieser Zeit bei Gegenwart von Nickel in ganz 
schwach ammoniakalischer Lésung allmahlich riickgangig gemacht wird. 

Diacetyldioxim nach Zusatz von Diacetyl. Die Ni-Fdllbarkeit rein 
wasseriger DH,-Léisungen wurde durch Zusatz von 10 cem m/5 Diacetyl, 
also m/200 DH,-m/50 Diacetyl, tberhaupt nicht verdndert, dagegen wurde 
die Ni-Fallbarkeit H Cl-vorbehandelter ,,D H,‘‘-Lésungen je nach dem Grade 
ihrer Umwandlung sehr stark beeinfluBt. Die Ausfallung des roten Nieder- 
schlags wurde in diesem Falle noch starker verzégert oder ganz auf- 
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gehoben. Dabei fairbte sich die Lésung auf dem siedenden Wasserbad 
allmaéhlich dunkelbraun. Die Niederschlage hatten eine dunkel-rotbraune 
Mischfarbe. Um sie von den noch anhaftenden braunen Produkten zu 
befreien, wurden sie mehrfach mit Alkohol gewaschen. Die ersten Tropfen 
dieser Waschfliissigkeit waren schwarz-braun, auch nach langerem Be- 
handeln mit Alkohol waren die Niederschlage noch dunkler gefarbt. 


In unseren Versuchen (Abb. 4b) stellten wir fest, daB bei 22° 
schon eine langsame, aber vollstindige Umwandlung der Oxim- 
gruppen in die neue Form stattfindet und zwar bis zu 95% nach 
150 Minuten. Das entspricht der gleichen Umwandlung wahrend 
1 Minute bei 91° und man erreicht denselben Umwandlungsgrad eben- 
falls durch 20stiindiges Stehen einer 
Oximlésung in n/2 HCl bei 5°C. 
Kurve a zeigt den Grad der Riick- 
umwandlung in die normale mit 
Ni fallbare DH,-Form (vgl. hierzu 
Abb. 5Ia und IIa). 





Zusammenhang zwischen der Um- 
wandlung von Oximen und _ ihrer 
Nickelfillbarkeit. 


Die Tatsache, daB die Oxim- 
gruppen von Diacetyldioxim und 
verwandten Substanzen in eine neue 
Form tibergehen kénnen, ohne dabei 200 GC 8 0 %0 1WoMin. 
abgespalten zu werden, erfordert era aa 
weiterhin die Feststellung des Zu- Abb. 4. Ni-Fillung von ,DH,*. 

. - a ohne Diacetyl, 
sammenhangs zwischen der Ein- b unter Zusatz von m/50 Diacetyl. 
wirkung verschiedener Saurekonzen- 
trationen unter gegebenen Zeit- und Temperaturverhiltnissen und dem 
Grad der Riickumwandlungsfihigkeit dieser neuen Form in das mit 
Nickel reagierende normale Diacetyldioxim. 

Vom theoretischen Standpunkt aus ist das Studium des Einflusses 
verschiedener Saurekonzentrationen auf eine Reaktion, die im sauren 
Medium augenblicklich stattfindet, von grundlegender Bedeutung. 
Da namlich die Oxime in isomeren «-, B-, y-Formen vorkommen kénnen, 
deren Entstehung von den Versuchsbedingungen wahrend ihrer Dar- 
stellung abhangig ist, kann man annehmen, daB auch die neue Form 
in ahnlicher Weise zur Bildung entsprechender Isomere fahig ist. 

Da bei der tiblichen Ni-Komplexbildung die raumliche Anordnung 
der Oximgruppen eine entscheidende Rolle spielt, mu8 man auch bei 
dem Versuch, die neue Form in die normale mit Nickel reagierende 
zuriickzufiihren, mit der Méglichkeit des Vorhandenseins verschiedener 
Isomeren rechnen. In diesem Falle kann man keine vollstandige Riick- 
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umwandlung erwarten und ebenso kein vollkommen stabiles Verhalten 
der neuen Formen unter den Bedingungen bei der Ni-Komplexbildung. 

In Abb. 5 zeigen die Kurven Ia und IIa einen sehr interessanten 
Verlauf. Der héchste Betrag an wiedergefundenem Ni-(DH,) wurde 
in einer mit n/2 HCl vorbehandelten ,,DH,‘‘-Lésung festgestellt und 
im Gegensatz hierzu der niedrigste Wert nach n/10 HCl-Vorbehandlung. 
Dieses MiBverhaltnis zwischen schwacher Saurekonzentration einerseits 
und geringster Ni-(DH,)-Bildung andererseits widerspricht einer 
Proportionalitaét zwischen der Saurekonzentration und dem Grad de 
Riickumwandlung. Man kann nicht annehmen, da mit n/10 HC! 
mehr Oxim gespalten sein soll als mit n/2 HCl. Die wahrscheinlichste 
Erklarung ist die, daB in n/10 HCl-Lésung mehr als ein Isomeres der 
neuen Form entstanden ist und zwar iiberwiegend dasjenige Isomere, 

das unter diesen Bedingungen nicht 
7 in die Ni-faillbare Form zurick- 
verwandelt werden kann. 

Die Kurven Ib und IIb zeigen 
dagegen absolut deutlich eine direkte 
Proportionalitdt zwischen der Sdure- 
konzentration und dem Grad der Um- 
wandlung in die neue Form. Da- 
bei ist festzustellen, daB DH, durch 
2 Minuten langes Erhitzen mit 
n/2 HCl vollstindig (100°) in die 
neue Form umgewandelt und trotz- 
i - dem zu 90°%, in das normale, mit 
Forbin, Ih | Nickel reagierende DH, zuriick- 


0 0 Ey 0-0" verwandelt wird, wahrend unter den- 


Normaliti? ver Salesaure ‘ ‘ 
wihrend der Vorbehandlung bei 1% selben Bedingungen mit n/10 HCl 


sake eae ‘iin nur 85°% in die neue Form um- 

.5. Ni-Fallung von , Pry % 

Ta + Ila ohne Diacetyl, j gewandelt und nur 80% als Ni- 

Ila + Ifb unter Zusatz von m/50 Komplex wiedergefunden werden. 
Diacety]. . 

Auch hier kann man annehmen, 
daB in n/l10 HCl-Lésung die Umwandlung in die neue Form gleich- 
zeitig in mehr als einer Richtung verléuft und nur zum Teil rever- 
sibel ist. 




















Unterschiede der Eigenschaften von [Hydroxylamindiacetyl}-System I und 
umgewandelter Oxime. 


Beim Vergleich der Eigenschaften von N H, OH, [N H,0 H-Diacetyl]- 
System I und katalasehemmendem Diacetyldioxim (,,DH,‘‘) darf 
man sich wegen ihrer unbestandigen Natur keiner stark angreifenden 
Methoden zu ihrer Untersuchung bedienen. Obwohl alle drei Ver- 
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Tabelle X. Ni-Fallung von ,,DH,“. 
(Yorbebunmang: m/100 ,,DH,* =A HCl 1 Minute, 91°). 








| Ni@A,) 
| ber. ‘23 me 


i mg mg 


m/200 ,DH,“ nach 7 Tagen bei 60° gef. 19,6 23,9 
m/200 ,DH,“ nach 7 Tagen bei 60° (+ m/50 Diacetyl) . . . | 21,1) 19,3 
m/200 DH,“ + 0,5 g NayMoQ, nach 7 Tagen bei 60° . . . | 48,0) 
m/200 ,DH)“ + 0,5 g Nag MoO, nach 7 Tagen bei 60° (+ m/50 | 

Diacetyl) | 48,7) 


Ni-Fallung von NH,OH und [NH,OH-Diacety]]. 





Ni (D Hy) 
ber. 72,2 
mg 
m/100 NH,OH allein nach 7 Tagen bei 60° , 00 
{m/100 NH,OH-m/200 Diacetyl] nach 7 Tagen bei 60° 49,8 
{m/100 N H, OH-m/200 Diacetyl] nach 7 Tagen bei 60° + m/50 Diacetyl . 51,0 
m/100 NH,OH + 0,5 g NayMoQ, nach 7 Tagen bei 60° 00 
{m/100 NH, OH-m/200 Diacetyl] + 0,5 ¢ Na, MoO, nach 7 Tagen bei 60° 56,4 
[m/100 NH, OH-m/200 Diacetyl] + 0,5 g Na, MoO, nach 7 Tagen bei 
60° + m/50 Diacety] 56,1 


bindungen Oxydations-Reduktions- und katalasehemmende Eigen- 
schaften besitzen, zeigen unsere Versuche Unterschiede bei der Ge- 
schwindigkeit ihrer Reaktion mit H,O,. Wir sehen, daB 1 Mol H,O, 
in weniger als 1 Minute 1 Mol NH,OH vollstandig zu oxydieren vermag, 
dagegen die [NH,OH-Diacetyl]-Zwischenverbindung unter denselben 
Bedingungen nur zu 65 bis 75°% und ,,DH,“ zu 50%. Hydroxylamin 
wird durch Na, Mo Q, und Se O, bei 60° in 24 Stunden vollstiandig zerstért, 
dagegen seine Diacetyl-Zwischenverbindung und ,,DH,‘ nur in ge- 
ringem MaBe zu 5 bis 10%. 

Wie wir in Tabelle X sehen, ist bei 60° Hydroxylamin (allein) 
weitaus am unbestindigsten. Hs ist dabei besonders darauf hinzuweisen, 
dap die Lésung des SystemsI (allein) unter diesen Bedingungen im 
Gegensatz zu ,,DH,*‘ eine auffallende Bestindigkeit zeigt. Das System I 
war bei siebentagigem Stehen bei 60° vollkommen bestindig und zu 
100 % in das normale Diacetyldioxim verwandelt, wahrend eine ,, D H,*‘- 
Lésung [100 % neue Form und 90% Ni(DH,), vgl. 8S. 64] unter Sine 
Bedingungen schon nach 20 Stunden zu 33° und nach Ablauf von 
7 Tagen zu 66% zerstért war. Unter der Einwirkung von Na,MoQ, 
werden das SystemI und ,,DH,‘ in Diacetyldioxim umgewandelt. 


Farbreaktion mit Hydrochinon. 


Mischt man 100 ccm m/200 vollstandig umgewandeltes ,,DH,* 
mit 500 mg Hydrochinon, so entwickelt sich augenblicklich eine tief 
Biochemische Zeitschrift Band 288. 5 
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braune Farbe, die nach 2 Stunden ihre starkste Farbtiefe erreicl: 
hat. Die gleiche Farbreaktion setzt bei Hydroxylamin langsamer ei), 
und entwickelt sich innerhalb von 2 Stunden bis zu einem dreima!| 
schwacheren Grade als bei ,, DH,‘ (verglichen im Kolorimeter). Andere: 
seits zeigt die Zwischenverbindung mit Hydrochinon zuerst iiberhaup' 
keine Farbung; erst nach 10 bis 20 Minuten setzt langsam eine Farb- 
entwicklung ein, und zwar im Laufe von 2 Stunden bis zu einem etwas 
schwacheren Grade als bei NH,OH. 

Im Gegensatz hierzu zeigt HCl-behandeltes Cyclohexan 1, 2-Dion- 
dioxim (,,Cy-di‘), dessen Umwandlung wir mit der erwahnten 
Methode zu 95% und dessen Nickelfallbarkeit wir zu 90% be- 
stimmten, mit Hydrochinon absolut keine Farbung, auch nach ein- 
stiindigem Erhitzen auf dem Wasserbad oder tagelangem Stehen bei 
Zimmertemperatur., Das zeigt einen deutlichen Unterschied der aktiven 
Gruppe dieser Substanz gegeniiber derjenigen anderer umgewandelter 
Oxime und beweist wiederum die vollstandige Abwesenheit von Hydroxy|- 
amin in dieser ,,C H,“‘-Lésung. 


Uber die Struktur der umgewandelten Oximgruppe. 


Die Formulierung der neuen, in eine katalasehemmende Forni 
umgewandelten Oximgruppe mu8 in Einklang zu bringen sein mit 
ihren hier festgestellten Eigenschaften: also 1. mit ihrer Fahigkeit zur 
Riickumwandlung in die normale mit Ni reagierende Form, 2. mit 
ihrer Eigenschaft der Katalasehemmung durch Adsorption an der 
aktiven Oberfliche des Enzyms oder durch einen Oxydations-Reduktions- 
vorgang, 3. mit ihrer Reaktionsfahigkeit mit H,O,, Fehlingscher Lésung 
usw., 4. mit ihrem relativ unbestandigen Verhalten und 5. mit ihrer 
Reaktionsfahigkeit mit Substanzen wie z. B. Diacetyl und Hydrochinon 
unter Bildung stark gefairbter Produkte. 


Nach der Auffassung von Meisenheimer und Theilacker! kénnen die 
Oxime in vier verschiedenen Modifikationen auftreten. 
H 
| 
—C— —C— —C—NH —C— 
Uae Il. \| ; lil. Suey IV. ‘Sear 
NOH H—N=0O 0 N=0O 

Formel I wird allgemein fiir die Oxime angenommen. Wir betrachten 
sie als diejenige, von der wir ausgehen kénnen. 

Formel III wird von Meisenheimer und Theilacker widerlegt durch die 
Tatsache, daB8 1. Dreiringe dieser Art nicht existieren, 2. keine Spiegelbild- 
isomerie auftritt und ferner 3. auf Grund eines negativen spektroskopischen 
Beweises durch Auwers. Auch mit den Eigenschaften der von uns unte! 
suchten Substanzen stimmt diese Formulierung nicht iiberein. 


1 Stereochemie des Stickstoffs in ,,Stereochemie‘’ von Freudenbery. 
Leipzig, Franz Deuticke, 1933. 
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Formel IV kommt nur fiir intensiv gefarbte Nitrosoverbindungen in 
Frage. Weder die Oxime noch unsere neuen Verbindungen sind jedoch 
gefarbt. Nitrosoverbindungen fallen auSerdem in saurer Lésung aus, 
wahrend unsere Verbindungen in sauren Lésungen erst entstehen und 
haltbar sind. AuBerdem enthalt Formel IV ein optisch-aktives C-Atom. 
Unsere mit Saéure behandelten Cyclohexan-1, 2-Diondioximlésungen zeigen 
dagegen keine optische Aktivitaét. Aus allen diesen Griinden kommt 
Formel IV nicht in Betracht. 

Wenn wir dagegen Forme! II in Erwagung ziehen, so erklart sie alle von 
uns festgestellten Eigenschaften der umgewandelten Oxime. Wir nehmen 
also die folgende Umwandlung an: 

CH3;—C C—CHg CH;—C C—C Hg 
|| I ‘_— | II 
NOH NOH H—N=0 H—N=O 
Diacetyldioxim, Dioximinodiacetyl, 


und nennen die neue Form zum Unterschied von normalem Diacetyldioxim 
Dioximinodiacety] 

Durch diese Umwandlung wird der dreiwertige Stickstoff in die fiinf- 
wertige Stufe iiberfiihrt. In dieser Stufe hat er nur geringe Bestandigkeit, 
besitzt Oxydations-Reduktionseigenschaften und die Fahigkeit zur Riick- 
umwandlung in die normale Form, ferner ein aktives Wasserstoffatom, das 
leicht mit unbestandigen und ungesattigten Systemen reagieren kann. 

Die Existenz organischer Oximinoverbindungen ist bisher unbekannt. 
Unsere Versuche, sie in fester Form zu isolieren, waren vergebens. Beim 
Eindampfen der Lésungen auf dem Wasserbad oder Einengen im Exsikkator 
wurde der gréBte Teil zersetzt und ein kleiner Teil als normales Diacetyl- 
dioxim wiedergewonnen. Beim Eindampfen von Ather- oder Chloroform- 
extrakten siurevorbehandelter ,,D H,‘‘-Lésungen fanden wir im Riickstand 
nur normales DHy,. Die Isolierung einer Oximinoverbindung erscheint uns 
unmdéglich, vielleicht gelingt jedoch die Isolierung von Derivaten. Unsere 
Versuche zur Isolierung des Reaktionsproduktes mit Diacetyl waren bisher 
erfolglos, wir erhielten nur ein dickes rotbraunes Ol. 

Die Reaktion von Dioximinodiacetyl] mit Diacety! kann man sich 
folgendermaBen vorstellen: 


CH;—C C—CH, CH;—C—— —C—CHs CH,—C -C—C H, 
| | || || 
H—N=-0 H—N=O —» N=0 N=-O oder N=—0O N=O 


OH | OH | 


O O O 
| 


1 : CH,—C———C’-CH, | 
CH,—C C—C Hy, C—CH, 
| 
H 
I. II. 


Die erhaltene Komplexverbindung wird auf dem Ni(DH),-Nieder- 
schlag sehr stark adsorbiert und kann nur durch wiederholtes Waschen mit 
Alkohol als tiefbraune Lésung entfernt werden. Diese Fahigkeit zur Adsorp- 
tion kann vielleicht verglichen werden mit derjenigen von N-Athern 


a, a 
| ) die ebenfalls mit verschiedenen Substanzen zu Additions- 
R—-N=O 

produkten zusammentreten kénnen. 


5* 





68 M. G. Sevag u. L. Maiweg: 


N-Athe: 


et; a 


Wegen des zur Verfiigung stehenden aktiven Wasserstoffs am Stickstof 
méchten wir die Reaktion II fiir wahrscheinlicher halten. Diese Annahm« 
kann unterstiitzt werden durch die bekannte Tatsache, da auch bei de: 
ae’, on 
Alkylierung von Oximen neben dem O-Ather {| 
N--OR 
Ge raw 
| entsteht, d. h. der Wasserstoff in || durch eine 
R—N=0O H-—-N=0O 
Alkylgruppe ersetzt wird, daB also eine ahnliche Reaktion eintritt wie bei IT. 
ee a 
Obwohl die N-Ather schon von vielen Forschern. isoliert 
R—N=O 
und untersucht wurden, ist die Art ihrer Entstehung noch nicht definiert. 
Auf Grund unserer Beobachtungen nehmen wir an, das wahrend der Alky 
C— ~-C-— 
lierung ein teilweiser Ubergang von | in || stattfindet 
NOH H—-N=0O 
und der aktive Wasserstoff der letzteren Gruppe mit einem Alkylrest aus- 
getauscht wird. Die Unbestandigkeit der Oximinoverbindungen entspricht 
derjenigen der N-Ather im Gegensatz zu den O-Athern und Oximen. In 
diesem Zusammenhang weisen wir auch auf die interessante Beobachtung 
hin, daB N-Ather von Oximen in isomeren Formen vorkommen kénnen. 
Diese Tatsache unterstiitzt unsere Ansicht von der Bildung der Isomeren 
R—C C—-R R—C C—R 
| ] | 


—_ in saurer Lésung. 


NOH NOH HN=0 HN=O 


Uber die Struktur von Hydroxylamin in Anaiogie zu Dioximinodiacetyl. 


Die oben erwaihnte Ahnlichkeit gewisser Eigenschaften des Hydroxy|- 
amins mit denen seiner organischen Derivate la8t auch fiir dieses die Oxi- 
minostruktur als denkbar erscheinen. Auf Grund bestimmter Eigenschaften 
hat man schon lange angenommen, da’ Hydroxylamin die Struktur H,N=O 
haben kénnte. Die Tatsache, daB die erwartete Reaktion H,N—-OH + NH, 
~» H,N--NH, + H,0 nicht stattfand, auch nicht bei 24stiindigem Erhitzen 
bei’ 100°, fiihrte Kotolow! dazu, Hydroxylamin die Formel H,N=O zuzu 
schreiben. Haber? fiihrte die oxydierenden Eigenschaften von Hydroxy}- 
amin auf die H,N=O-Struktur zuriick und die reduzierenden auf H,NOH. 
Wagner® leitet das Hydroxylamin vom HO—OH ab durch Ersatz einer 
OH-Gruppe durch N Hg, er erklart daraus die gleichzeitige Oxydations- und 
Reduktionsfahigkeit, die das Hydroxylamin besitzt. Auch Bodenstein* 
wies kiirzlich bei der Oxydation von N H, auf die Bildung von H,N =O hin. 

Auf Grund unserer Untersuchungen méchten wir annehmen, dal} 
Hydroxylamin in sauren Lésungen iiberwiegend als H,N =O vorliegt und 
in neutralen Lésungen das folgende Gleichgewicht existiert. 

H,NOH [™ H;N=—0 
stabil labil. 


! Jahresber. 1891, S. 425. —- ? Ber. d. deutsch. chem. Ges. 29, 1896 
- 3 Centralbl. f. Bakt. I, 244, 1899. -—- 4 Bodenstein, Vortrag Deutsch. 
chem. Ges. 
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Bei Verschiebung des Gleichgewichtes nach rechts wird die Substanz 
leicht zerstért. Eine gelegentliche Verzé6gerung ihrer Zersetzung kann 
dagegen auf eine Verschiebung des Gleichgewichtes nach links zuriick- 
gefiihrt werden. 


Die Eigenschaften von Hydroxylamin in diesem Gleichgewichtszustand 
sind im Prinzip dieselben wie die von Dioximen. 


CH,—C C—CH, CH,;—C C—CH, 
| 1] —»> 1] 


NOH NOH H—N=—0OH—N=0 
stabil labil. 
Bei Verschiebung des Gleichgewichtes nach rechts entsteht eine labile 
Oximinoverbindung, bei Verschiebung nach links dagegen bestandiges 
Dioxim. 


Uber die Natur der Katalasehemmung durch Hydroxylamin und Oximino- 
verbindungen. 


Auf Grund der Oxydations-Reduktionseigenschaften von NH,OH 
und ,,D H,* (z. B. Hamoglobin zu Methimoglobin) kann man annehmen, 
daB auch ihre Hemmungswirkung auf Katalase im Gegensatz zu der 
von Kaliumeyanid nicht auf einer reversiblen Adsorption, sondern 
auf einer Zerst6érung des Enzyms durch Oxydation beruht, die infolge- 
dessen irreversibel sein mu’. Diese Auffassung zusammen mit der 
Kenntnis von der ungewohnlich starken Hemmungsfahigkeit dieser 
Verbindungen kann vielleicht als Ausgangspunkt in der Frage des 
Kisengehalts oder der aktiven Enzymgruppe dienen. 





Die Konfigurations-Spezifitat einer ,komponierten* Esterase. 


(Zur Frage nach dem natiirlichen Aufbau und der kiinstlichen Synthese 
der Enzyme.) 
X. Mitteilung!: 
Uber asymmetrische Esterhydrolyse durch Enzyme. 
Von 
Eugen Bamann und Charlotte Feichtner. 
(Aus der Pharmazeutischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums de: 
Universitat Tiibingen.) 


(Eingegangen am 22. August 1936.) 


Theoretischer Teil. 


Vor etwa zwei Jahren haben H. Kraut und W.v. Pantschenko- 
Jurewicz* die ,, Synthese“ von Leberesterase aus der inaktiven ,,Trager- 
substanz** des Leberenzyms und der ,,aktiven Gruppe“ des Pankreas- 
enzyms beschrieben. Diesem Verfahren liegt die Auffassung zu Grunde, 
daB die Enzyme nicht aus einer einzelnen chemischen Verbindung, 
sondern einem ,,Stoffsystem“, namlich der Vereinigung von Trager 
(,,Pheron‘‘) und aktiver Gruppe (,,Agon‘') zum ,,Symplex*’ bestiinden 
und daB weiterhin das Enzymsystem ein durch das Massenwirkungsgesetz 
geregeltes Nebeneinander des Symplexes mit den freien Komponenter 
darstelle. Fiir die esterspaltenden Enzyme wird ein von Vorkommnis 
zu Vorkommnis wechselnder Trager, jedoch gleiches Agon angenommen. 
Die Spezifitat der Enzyme einer Gruppe ist nach verschiedenen Er- 
fahrungen eine Funktion der mit dem Agon im Symplex vereinigten 
Trager. Es war im Falle der untersuchten Enzymsysteme deshalb 
ohne weiteres zu erwarten, daB der aus dem (unwirksamen) ,,Pheron“ 
des Leberenzyms und dem ,,Agon‘‘ des Pankreasenzyms kiinstlich dar- 
gestellte Enzymkomplex auBer anderen Eigenschaften auch die Spezi- 
fitat der Leberesterase zeigt: in bezug auf die Spaltung von Tributyrin 
und Buttersiuremethylester iiberwiegt tatsichlich die Wirksamkeit 
gegeniiber dem einfachen Ester. 

Zu einem besonders iiberzeugenden Beweis konnten nun nach 
unserer Ansicht Versuche werden, die zur naheren Charakterisierung 
der ,,synthetisierten“ Esterase die optische (Konfigurations-) Spezifitat 
heranzogen. Diese Untersuchung haben wir im Einvernehmen mit den 
genannten Autoren durchgefiihrt. Bekanntlich lassen sich Leber- 
esterase und Pankreaslipase (beide vom Schwein) dadurch unter- 


' IX., VIII., VII. Mitteilung dieser Reihe: Zeitschr. f. physiol. Chem. 
228, 185, 1934; 215, 142, 1933; 215, 121, 1933. —- 2 Diese Zeitschr. 275, 
114, 1934. 





onko- 
ager- 
reas- 
inde, 
lung, 
rager 
nden 
jesetz 
enter 
mnis 
men. 
| Er- 
igten 
shalb 
ron” 

dar- 
pezi- 
tyrin 
nkeit 


nach 
rung 
ifitat 
; den 
eber- 
nter- 


hem. 


or 


=i, 


Konfigurations-Spezifitat einer ,,komponierten“ Esterase. X. 


scheiden, daB sie bei der Einwirkung auf gewisse racemische Ester gerade 
die entgegengesetzte Komponente des Racemates bevorzugt spalten. 
im Falle des Mandelsaureathylesters sind die reaktionskinetischen Ver- 
haltnisse, die diese ,,optische Spezifitat‘’ bedingen, genau bekannt. 
Wenn sich nun _,,Leberesterase‘“ und ,,Pankreaslipase‘’ durch das 
Reaktionsschema : 


Leberesterase (Symplex) = Leberpheron + Agon, 


Pankreaslipase (Symplex) — Pankreaspheron + Agon, 
Agon (aus Leber) = Agon (aus Pankreas) 


wiedergeben lassen und die kiinstliche Vereinigung der isolierten Kom- 
ponenten 


Leberpheron + Agon (aus Pankreas) = Leberesterase 


sich in so iibersichtlicher und einfacher Form vollzieht, dann sollte die 
..synthetisierte Leberesterase“ auch die optische Spezifitat der natiir- 
lichen Leberesterase zeigen. Das trifft aber, wie sich aus zahlreichen 
Versuchen in eindeutiger Weise ergeben hat, nicht zu. 


Behalten wir die Krautsche Vorstellung von der Dissoziation des 
Symplexes in Agon und Pheron bei, so mu8 aus unseren Versuchsergeb- 
nissen geschlossen werden, daB der Zusammentritt zum Symplex allein 
noch nicht das Entscheidende ist, sondern daB die Art der jeweiligen 
Verankerung der Wirkgruppe am kolloiden Trager von ausschlaggebender 
Bedeutung ist. Nur dann erscheint es verstandlich, daB das stereo- 
chemische Auswahlen des komponierten Enzyms verschieden ist von dem 
des natiirlichen. Diese Annahme wiirde sich auch der von G. M. Schwab, 
E. Bamann und P. Laeverenz' vor mehreren Jahren entwickelten Auf- 
fassung einfiigen, wonach ,,dieselbe katalytisch aktive Gruppe je nach 
ihrer Lage an demselben kolloiden Trager verschiedenartige Feld- 
wirkungen ausiibt‘‘. Im Rahmen der Krautschen Vorstellungen wiirden 
unsere Befunde so zu deuten sein, daB es wohl gelingt, die Lipase der 
Leber und der Bauchspeicheldriise in kolloiden Trager und Wirkgruppe 
zu zerlegen, daB aber die Wiedervereinigung der Komponenten nicht 
nach der Art der Salzbildung bei Stérung des Massenwirkungsgleich- 
gewichts einer chemischen Verbindung erfolgt, sondern die Bindung 
des Agons am Pheron an verschiedenen Stellen eintritt, was die feineren 
Unterschiede der Spezifitat des neugebildeten Enzyms zur Folge hat. 


Ob die durch ihre Einfachheit gewinnende Anschauung vom ,,Gleich- 
gewicht zwischen Agon, Pheron und Symplex“‘ und von der chemischen 
Kinheitlichkeit der einem bestimmten Enzym zugehérenden Trager den 
Aufbau der Enzyme richtig kennzeichnet, ist auf Grund der vorliegenden 
Untersuchung nicht zu entscheiden. Einige unserer friiheren Arbeiten, 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 215, 121, 1933. 
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z. B. tiber die Konfigurationsspezifitat der Leberesterase!, iiber pan 
kreatische Lyo- und Desmolipasen?, iiber die protoplasmatische Ve: 
ankerung der Leberesterase® oder iiber die verschiedenen Lyo- un 
Desmokomplexe der tierischen Phosphoesterase*, haben uns ein kom 
plizierteres® Bild vom Aufbau der Enzyme vermittelt. Wir nehmen an, 
daB der engere kolloidale Trager der Wirkgruppe mit verschiedenen 
anderen hochmolekularen Stoffen assoziiert vorkommt oder daf er mit 
EiweiBgruppen oder anderen hochmolekularen Stoffen chemisch ver 
bunden sein kann®. Anlagerungen oder Abdissoziationen bestimmter 
Substanzen fiihren zu Verdénderungen am Enzymsymplex, die sich in 
den Eigenschaften, beispielsweise der Spezifitat des Enzyms, bemerkbar 
machen kénnen. DaB eine Dissoziation zwischen der Wirkgruppe selbst 
und dem engeren kolloiden Trager eintritt, dafiir haben sich in unseren 
bisherigen Untersuchungen noch keine Anhaltspunkte ergeben. Beim 
Studium der menschlichen Leberesterase sind wir sogar zu der Auf- 
fassung gelangt, ,,daB in gewissen Enzymen nicht diskrete wirkende 
Gruppen mit scharf bestimmten Affinitaéten und Zerfallskonstanten 
vorliegen, sondern eine kontinuierliche Mannigfaltigkeit von Stellen 
abgestufter Wirksamkeit der aktiven Gruppe, wie man sie bei makro- 
heterogenen Adsorbentien und Katalysatoren in den _,,aktiven 
Zentren‘‘ schon langer kennt.“ 


Experimenteller Teil. 
I. Das Enzymmaterial. 


a) Darstellung und Reinigung der Leberesterase. Das Ausgangsmaterial 
fiir die Herstellung der Enzymlésungen war das aus vier Schweinelebern 
gewonnene Aceton-Ather-Trockenpraparat. Fiir die Nachpriifung der am 
Mischpraparat erhobenen Befunde stellten wir uns auch ein Trockenpraparat 
aus nur einer Leber her. Daraus gewannen wir Ausziige durch zweistiindige 
Extraktion mit der 40fachen Menge n/40 Ammoniaklésung bei Zimmer- 
temperatur. Die Reinigung der Leberextrakte zum Zwecke der Gewinnung 
pheronreicher Lésungen erfolgte entsprechend den Angaben von Kraut und 
v. Pantschenko-Jurewicz. Wir erginzen die Angaben dieser Autoren mit dem 
Hinweis, daB das Mengenverhialtnis, in dem die Lésungen von Bleiacetat 
und Diammonphosphat bei den Adsorptionen angewandt werden, Schwan- 
kungen unterliegen kann. Meistens benétigten wir etwas weniger an Blei- 
acetatlésung als es die Angabe vorsieht. Es empfiehlt sich daher, durch 
Vorversuche die jeweils notwendige Menge Bleiacetat zu ermitteln. 


1 Siehe besonders VII. Mitteilung dieser Reihe. — ? EH. Bamann u. 
P. Laeverenz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 1, 1934. — * EZ. Bamann u. 
J.N. Mukherjee, ebenda 229, 1, 1934; EZ. Bamann, J. N. Mukherjee u. 
L. Vogel, ebenda 229, 15, 1934. — 4H. Bamann, E. Riedel u. K. Diederichs, 
ebenda 280, 175, 1934, und zwar S. 180. — 5 In der II. Abh. ,,Uber 
Struktur und Eigenschaften der Esterasen‘‘ stoBen auch Kraut und 
v. Pantschenko-Jurewicz auf verwickeltere Verhialtnisse; diese Zeitschr. 285, 
407, 1936. — *® Siehe R. Willstdtter u. M. Rohdewald, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 218, 79, 1933. 
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Tabelle I. Reinigung der Leberesterase durch Voradsorption 
mittels Bleiphosphat. 





; Liebinecbiiiend | 


I. Voradsorption Il. Voradsorption 





i ] a 
EE | pw. | EE. E. W. Ausbeute _E. E.W. Ausbeute 
inleem | || in leem 5 in 1 cem 


2,26 30 | 1,08 | 22,5 61,5 || 0,68 | 31,0 
2,26 | 26 1,05 | 15,4 60,0 | 0,97 30,0 
2,26 | 2,7 1,20 51,0 | 545 | 0,45 50,0 
295 | 238 1,82 13,0 | 73,5 1,59 25,3 
205 ' 38 1,14 19,7 67,5 0,97 44,0 

Die voradsorbierten Lésungen, die ein pq von etwa 4,5 zeigten, haben 
wir zur besseren Erhaltung der enzymatischen Wirksamkeit vor der Weiter- 
behandlung mit Kieselgur auf ein px von 6,8 bis 6,9 gebracht. 

b) Gewinnung der Pankreaslipase. Wir extrahierten das Aceton-Ather- 
Trockenpraparat, gewonnen aus einer Anzahl Schweinepankreasdriisen, 
wahrend eines Tages mit der 20fachen Menge 86%igen Glycerins bei 
Zimmertemperatur und trennten dann den Glycerinextrakt durch Abseihen 
und Zentrifugieren ab. Die fiir die Syntheseversuche benétigten agon- 
reichen Lésungen wurden, nachdem die Extrakte blank filtriert waren. 
durch Verdiinnen mit Wasser auf das Zehnfache und Abzentrifugieren des 
sich ausscheidenden eiweiBhaltigen Niederschlags erhalten. 


II. Die Enzymsynthese nach Kraut und v. Pantschenko-J urewicz. 
Die Befunde bei einer Reihe von Versuchen, zusammengestellt 
in Tabelle II, bestatigen die Ergebnisse von Kraut und v. Pantschenko- 


Tabelle II. Zunahme der Wirksamkeit gegeniiber Buttersaure- 
methylester. 





Lésung nach Mischen von 
Hy Verdiinnter 25 ccm vorbehandelter Leberlésung und 
| Vorbehandelte | Pankreas- 25 cem verdiinntem Pankreasextrakt 
Leberlésung |* glycerin- > | " 
sii E.E. auszug b eo = .. 
in 5 ccm E.E. E.E. erechnet | gefunden 


in 5ecem in 10 ccm | 





Zuwachs 
an E.E 





fiir Gesamtmenge 
der Mischang | __ 


3,40 15,70 = 17,00 
6,50 7,50 
22,50 | 23,50 
6,25 | 7,00 
11,60 | 12,50 
9,55 11,20 
17,05 19,30 
17,15 | 18,20 
15,10 | 17,00 
455 | 5,50 
820 | 9,40 
11,50 | 12,50 
13,90 | 17,00 
11,50 | 18,20 
7,00 | 9,50 
10,00 | 12,50 
19,35 | 21,60 
4,10 18,20 20,50 


1 Versuche mit dem einheitlichen Aceton-Trockenpr&parat. 


J 





| 
| 
i] 
| 
| 
| 


AO or WIM OM Dw AO Ori | 





— 
- 


> 


— 
~ 


—_) 


e.'~ 


ODO1D Or De 


- 


SNP WAININ moron || 


~ 
~ 


~~ 


wore rp rrmr 
eSSSSaur 


~ 


— no 
wm 00 00 


- oy 


ERR 


~~ 








ooofcogcocococeozoocoecoc$cyce 


_ 
~~) 
a> 





74 E. Bamann u. Ch. Feichtner: 


Jurewicz: Beim Zusammenbringen der vorbehandelten Leberlésung 
mit verdiinntem Pankreasglycerinauszug beobachtet man eine héhere 
Wirkung gegeniiber Butterséuremethylester als man auf Grund der Be- 
stimmungen im Falle der beiden Komponenten erwartet. Der Zuwachs 
in unseren Versuchen betrug zwischen 4 und 35%. 

Um bei den Messungen gréBte Genauigkeit zu erzielen, kamen von den 
verdiinnten Pankreasextrakten sowie von den Lésungen, in denen sich 
Synthese vollziehen soll, jeweils 5 bis 10 cem zur Anwendung. Der Aziditits- 
zuwachs bei der Methylbutyratspaltung wurde mit Hilfe von n/10 Kalilauge 
und eines Mischindikators, bestehend aus je einem Teil Bromkresolpurpur 
und Bromthymolblau, ermittelt. 


III. Charakterisierung der Enzymlésungen; optische Spezifitat. 

a) Bestdindigkeit der Enzymlésungen. Fir die Beurteilung der 
Racematspaltung ist die Kenntnis der Bestandigkeit des neugebildeten 
Enzyms erwiinscht. Deshalb haben wir die enzymatische Wirksamkeit 
in den Mischungen von Leber- und Pankreaslésungen unter den 
gleichen auBeren Bedingungen wie bei der Racematspaltung wahrend 
mehrerer Stunden verfolgt und zum Vergleich die Bestandigkeit 
der vorbehandelten Leberlésungen allein beobachtet. Wahrend die 
Wirksamkeit dieser Lésungen auch nach einem Tage noch vollig unver- 
andert war, zeigte sich in den Mischlésungen in den meisten Fallen ein 
deutlich merkbarer Riickgang (Tabelle III). Mit Vorbehalt kénnte man 
bereits aus diesem Befunde auf feinere Unterschiede im Aufbau des 
natiirlichen und des komponierten Enzyms schlieBen. 


Tabelle III. Verfolgung der enzymatischen Wirksamkeit beim 
Aufbewahren der Lésungen bei neutraler Reaktion und 30°. 


a) Im Falle der vorbehandelten b) Im Falle der Mischlésung. 


Leberlésung. 





Angewandte 


re ewandt se A 
ngewandte Wirksamkeit : Zeit Enzymmenge Wirksamkeit 


Enzymmenge 
ecm E.E. Std. ecm E. E. 


1,36 0 0,73 
1,32 15 2 0,73 
3,00 0 | 
2,95 15 
2,75 > | 24 
2,73 0 
2,00 24 
2,00 0 
2,00 
1,89 : 3 
4 
20 
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b) Der Quotient Als Beweis fiir die an- 


Methylbut yrctspaltung 
genommene Synthese von Leberesterasesymplex aus Pankreas-Agon 
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und Leber-Pheron betrachten Kraut und v. Pantschenko-Jurewicz die 
in den Mischlésungen zu beobachtende Anderung in der Substrat- 
spezifitat. Das Verhaltnis von Butyraseeinheiten (B.E.) zu Esterase- 
einheiten (E.E.) wird in der Mischlésung nicht so gefunden, wie es sich 
auf Grund der Messungen an den Komponenten errechnet, sondern 
ergibt geringere Werte, insbesondere, wenn man die Messungen unter 
Zusatz der ,,Ausgleichungsaktivatoren‘‘ zugrunde legt ; die Mischlésungen 
zeigen sich also weniger geeignet fiir die Spaltung von Tributyrin, da- 
gegen besser befahigt fiir die Spaltung von Buttersiuremethylester. 
Kinige Versuche in dieser Richtung haben auch diese Befunde bestatigt 
(Tab. IV). Doch brauchen sie nach unserer Meinung nicht unbedingt im 
Sinne einer Neubildung von Esterase und einer teilweisen Umwandlung 
der noch vorkandenen Pankreaslipase ausgelegt zu werden. Die 
Kompliziertheit der Systeme, wie wir sie in unserer Untersuchung 
iiber pankreatische Lyo- und Desmolipasen kennengelernt haben (vg. 
besonders die Beispiele der Tabelle VIII jener Abhandlung), erlauben 
kaum eine so eindeutige Auslegung. 


c) Die stereochemische Spezifitat. Die Untersuchung der Kon- 
figurationsspezifitat fiihrten wir mit Hilfe des Mandelsaureathylesters 
durch. Dieses Substrat hatte uns bei den reaktionskinetischen Messungen 
friiherer Arbeiten gedient. 


Das einheitliche Ergebnis aller Versuche ist, daB die Esterase der 
Mischlésungen, in denen sich Esteraseneubildung vollzogen hat, ein 
anderes optisches Auswahlen zeigt als die natiirliche Leberesterase 
(TabelleV). Es ist ein gliicklicher Umstand, daB fiir den Vergleich von 
den beiden Komponenten der Mischlésung nur die eine, namlich die 
vorgereinigte Leberesteraselésung, zu beriicksichtigen ist; denn in den 
in Betracht kommenden Versuchszeiten wird von dem in den verdiinnten 
Pankreaslésungen enthaltenen Enzym ein meBbarer Umsatz des Sub- 
strats nicht bewirkt (Tabelle VI). Eine Komplizierung tritt auch da- 
durch nicht auf, daB die Mischlésungen Glycerin enthalten (durch den 
Zusatz der Pankreasglycerinausziige). Glycerin mindert wohl den 
Umsatz etwas herab, zeigt jedoch keinen EinfluB auf das optische Aus- 
wahlen selbst (Tabelle VII). 


Es ware naheliegend, die Anderung im optischen Auswahlen mit 
der Anwesenheit von Substanzen der Pankreasausziige in Zusammenhang 
zu bringen. Diese Annahme muB jedoch deshalb ausscheiden, weil 
Mischlésungen, deren eine Komponente Rohlésungen entweder aus 
Pankreas oder aus Leber waren, kein verindertes Verhalten gegeniiber 
der Vergleichslésung zeigten (Tabelle VIII). Die Anderungen konnten 
wir nur in solchen Mischlésungen beobachten, in denen ein deutlicher 
Zuwachs an methylbutyratspaltendem Enzym festzustellen war, in 
denen also ein besonderer Vorgang, nach Kraut und v. Pantschenko- 
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Trockenpriparat. 


1 Fiir diesen Versuch diente das einheitliche 
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Jurewicz eben die Neubildung eines Enzymsymplexes, stattgefunden 
hatte. 

So isolierten wir bei einer Racematspaltung, zu der eine Misch- 
lésung Anwendung fand, die einen Zuwachs von 14,6°, an methyl- 
butyratspaltendem Enzym aufwies, Mandelsaiure von der spezifischen 
Drehung + 78,0, wahrend im Vergleichsversuch mit vorbehandelter 
Leberesteraselisung beim gleichen Spaltungsgrad ein [a]; von + 95,0° 
fiir die Mandelsdiure ermittelt wurde. Das Enzym der Mischlésung 
wahlt also weniger spezifisch aus als die Leberesterase. Diese Beobachtung 
haben wir bei allen Versuchen, von denen einige in Tabelle V als Belege 
angefiihrt sind, gemacht. Dabei stellten wir noch fest, daB die Ab- 
weichungen besonders bei niederen Spaltungsgraden in Erscheinung 
treten, wihrend bei héheren die Unterschiede sich auszugleichen scheinen. 
(Versuch 3a und b der Tabelle V; vgl. dazu auch die Versuche 1 und 2 
dieser Tabelle.) In den meisten Fallen steht ferner der Umsatz an 
Mandelsaureester in den Versuchen mit Mischlésung etwas zuriick 
gegeniiber dem Umsatz in den Vergleichsversuchen mit Leberesterase, 
obgleich dieselben Enzymmengen, gemessen mit Buttersiuremethylester, 
Anwendung fanden. Anteil an dieser zweiten Erscheinung hat, wie schon 
erwahnt, das anwesende Glycerin. 

Zu den Versuchen der Racematspaltung durch die Mischlésungen 
wurden jeweils Parallelversuche mit der betreffenden vorgereinigten Leber- 
lésung ausgefiihrt (vgl. Tabelle V). Es ware nicht angingig, das jedem 
Spaltungsgrad zugehérende [«]}} einer Eichkurve zu entnehmen, die mit 
irgendeiner der vorgereinigten Leberlésungen aufgenommen werden kénnte; 
da namlich die Leberlésungen die Esterase aus verschiedenen Lebern 
(Mischpraparat) enthalten, kénnen sich bei den Reinigungsoperationen die 
Anteile an mehr oder weniger spezifisch auswaihlendem Enzym andern. 
Wir haben in vorausgehenden Abhandlungen dieser Reihe! gefunden, daB 
das optische Auswihlen der Esterase eines Organs fiir eine Tierspezies nur 
in engeren Grenzen‘* konstant ist. 


Tabelle VI. Einwirkung von Pankreasausziigen auf Mandelsaure- 
ester. 
(Im 50 cem-Ansatz 40 cem eines zehnfach verdiinnten blanken Pankreas- 
glycerinauszuges; sonst wie die Versuchsansatze der Tabelle V.) 
NB. Die kaum meBbare Spaltung wird durch ein Mehrfaches (Vier- bis 
Sechsfaches) an Pankreaslésung bewirkt, wie es bei den Versuchen mit 
Mischlésung in Tabelle V angewandt wurde. 





Versuchszeit Spaltung Drehung der iso- [a ee 


Std. | 9 lierten Mandelsdure dev Mandelaaare 


3 0,68 
3 0,61 
6 1,20 


Siehe z. B. VIII. Mitteilung, 8S. 143 u. 144. 
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Tabelle VII. Vergleich der Racematspaltung durch Leberesterase 
in Anséitzen mit und ohne Glycerinzusatz. 
(Ansatz wie bei den Versuchen der Tabelle V.) 





Drehung [ 18 


Versuchsdauer Zusatz Spaltung der isolierten “Ip 


Std. 99 


= 


_ 9,9 

— 19,8 + 0,76 

— 30,0 + 1,138 

| — 40,0 + 1,44 
" 9,2 + 0,35 
F 18,7 + 0,72 
| Glyeorin per eo 
naen 36,2 + 1,35 


on 


- 


ouint Otte 


moeeo onweeo 
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Tabelle VIII. Mischungen aus Rohlésungen zeigen hinsichtlich 
des optischen Auswahlens keine Unterschiede gegeniiber Leber- 
esteraselésungen. 

(Ansatze wie bei den Versuchen der Tabelle V.) 





Mischversuch aus 25ccem Rohauszug 
aus Leber + 25ccem verdiinntem 
Pankreasglycerinauszug 


Ammoniakalischer Roh- |, 
auszug aus Schweineleber 





Ver- 


Enzym- sake: 


menge dauer Drehung [a}'8 [a}\8 | Drehung 


der iso- | der iso- 
lierten der der lierten butyrat- 
Mandel- | Mandel- || Mandel- | Mandel- spal- 
siiure sdure saure séure tendem 
Enzym 


0 
+89,0° +91,0° +1,12° 


0 
+91,0 +91,0 | +0,53 0 
+90,5 +90,5 | +1,08 0 





Zur Wirkungsweise des Arsenwasserstoffs. 


Von 
K. Wolff. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 22, August 1936.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Arsenwasserstoff hamolysiert die roten Blutkérperchen und _ bildet 
Methamoglobin. Schon Hoppe-Seyler! hatte gefunden, daB Arsenwasser- 
stoff mit reduziertem Hamoglobin nicht in Reaktion tritt, d.h. keine 
spektrale Anderung hervorruft, da aber nach seinem Einwirken auf Oxy- 
haimoglobin der typische Absorptionsstreifen des Methimoglobins im Rot 
auftritt. W. Lipschitz und H. Weber* haben diesen Befund Hoppe-Seylers 
hestitigt. 

Auch R. Meissner* hat sich mit dieser Frage beschaftigt. Leider ist ihm 
der Befund Hoppe-Seylers entgangen, so daB er die Wichtigkeit des Aus- 
schlusses von Sauerstoff am Hamoglobin nicht beriicksichtigt hat. Er 
untersuchte die Absorption des Arsenwasserstoffes in Wasser, in physiologi- 
scher Kochsalzlésung und Bestandteilen des Blutes. Er fand, da8 allein das 
Hamoglobin den Arsenwasserstoff energisch bindet. Nach seiner Meinung 
ist bei dieser Bindung die Himatinkomponente stark beteiligt, also wahr- 
scheinlich das komplex gebundene Eisen wichtig. Meissner erkannte auch 
klarer als alterer Forscher die rasche Oxydation des Arsenwasserstoffes im 
Blute. Dabei verlauft nach seiner Ansicht die Zersetzung des Blutes in 
zwei Phasen: die erste besteht in der Aufnahme und Bindung des Gases, 
kenntlich an der Bildung eines Absorptionsstreifens, die zweite fiihrt im 
Laufe langerer Zeit zur Hamolyse. 

Fiir die Hamolyse zeigte RP. Labes 4 in klaren Experimenten den EinfluB 
des Sauerstoffs, da sie nach Entfernung des Sauerstoffs aus den Blutkérper- 
chenaufschwemmungen ausbleibt. Erst bei der Oxydation der Wasserstoff- 
verbindung entsteht also das eigentliche hamolytische Agens. Die Sauerstoff- 
verbindungen des drei- und fiinfwertigen Arsens sind nicht hamolytisch 
wirksam, daher machte Labes die nach seiner Ansicht niederste Oxydations- 
stufe des Arsenwasserstoffs, nimlich das metallische Arsen in einer be- 
stimmten kolloidalen Form, fiir die Hamolyse verantwortlich. Obwohl 
Kilz*® keine Wirkungen des kolloidalen Arsens in dieser Hinsicht beob- 
achtete, hat Labes mit einem von ihm hergestellten kolloidalen Arsen eine 
soleche beobachtet, allerdings nur in geringer Intensitat und erst nach 
langerer Versuchsdauer. 

Joachimmoglu®, sowie F’. Fretwurst, S. Horwitz und K. Rosenbaum’ er- 
mittelten analytisch am lebenden Tier, da der Arsenwasserstoff haupt- 


' Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1, 121, 1877. — * Lipschitz 
u. Weber, ebenda 132, 251, 1934. — * Meissner, Zeitschr. f. exper. Path. u. 
Ther. 18, 284, 1913. — ‘4 Labes, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 127, 
126, 1927; 181, 322, 1928. — 5 F. Kiilz, ebenda 88, 111, 1920. — 
§ Joachimmoglu, Arch. f. exper. Path. 85, 32, 1920. — 7 Fretwurst, Horwitz 
u. K. Rosenbaum, Zeitschr. f. klin. Med. 128, 703, Heft 5/6. 
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sachlich von den Erythrocyten aufgenommen wird. Dies wurde nochmal: 
in systematischen Tierversuchen von R. Thauer' bestatigt. Im nicht 
haimolytischen Plasma waren nur geringe Mengen Arsen nachweisbar. 
Desgleichen wiesen die Zellen anderer Organe eine viel geringere Affinitat 
zum Arsenwasserstoff auf als die Blutzellen. Thauwer sah auch schon in vivo 
eine partielle Umwandlung des Blutfarbstoffs in Methimoglobin. 


Il. 


Zunachst priifte ich erneut die schon von Meissner studierte Ab- 
sorptionsgr6éBe von Arsenwasserstoff in Wasser, 0,9 %iger Kochsalz- 
lésung, Blutkérperchenlésung und in Serum. Dabei war ich darauf 
bedacht, jede Spur von Sauerstoff auszuschalten, damit nicht durch 
die Reaktion Arsenwasser- 
stoff mit Sauerstoff eine Ab- 
sorption des Arsenwasserstotfs 
vorgetauscht wiirde. Daher 
wurde den hamoglobinhaltigen 
Medien durch Abpumpen und 






































Abb. 1. Apparatur. 


nachfolgende einstiindige Stickstoffdurchstrémung der Sauerstoff voll- 
stindig entzogen. Der Stickstoff war durch Uberleiten iiber gliihendes 
Kupfer vom Sauerstoff befreit. 

Versuchsanordnung. Damit quantitativ gasanalytisch gearbeitet 
werden konnte, wurde eine vollstandig geschlossene Apparatur aus Glas 
verwendet. Denn Arsenwasserstoff unterliegt einem (allerdings erst bei 
héheren Temperaturen meBbaren) autokatalytischen Zerfall, der durch 
Fremdmetalle (z. B. Quecksilber) noch weiter katalysiert wird ; auBerdem 
muBte ein sicherer AbschluB gegen den Sauerstoff der Luft erfolgen. 
Der Arsenwasserstoff wurde stets in fliissigem Zustande bei — 78° 
in einer Mischung fester Kohlenséiure mit Alkoho] aufbewahrt, nach- 
dem er vorher durch dreimalige Destillation bei tiefen Temperaturen 
sehr rein dargestellt war. 

Die Drucke wurden mit einem Bodenstein-Quarzmanometer’ gemessen. 
Das Reaktionsgefai8 konnte mit einer Olpumpe auf Wasserdampfdruck, die 


1 R. Thauer, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 176, 531, 1934. — ? Ost- 
wald-Luther, Physiko-chem. Messungen. 
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Zuleitung nach SchlieBen des Hahnes vor dem ReaktionsgefaBB mit einer 
Quecksilberpumpe auf Hochvakuum ausgepumpt werden. Temperatur- 
konstanz auf + '/;° wurde durch einen Wasserthermostaten erreicht. 

Um eine gut meBbare Absorptionsgeschwindigkeit zu erreichen, 
wurde die Birne (siehe Abb. 1) geschiittelt, und zwar bei allen Versuchen 
gleichmaBig. Wurde die Birne nicht geschiittelt, so war die Absorptions- 
geschwindigkeit sehr klein; fiir die Dauer des Zulassens des Gases oder 
des Ablesens am Manometer konnte die Absorption unter dieser Be- 


Tabelle I. 
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dingung gleich Null gesetzt werden. Nur im Versuch 1] wurde zu 
Kontrolle die Schiittelgeschwindigkeit verdoppelt. 


In der Tabelle I finden sich samtliche gefundenen Werte vei 
zeichnet. Die Temperatur betrug bei simtlichen Versuchen 20°. Gefai 
inhalt 239 cem, eingefiillte Fliissigkeitsmenge — 40 cem. 

Auf Abb. 2 sind zunachst die Absorptionswerte fiir Arsenwasse1 
stoff in Wasser, Salz- und reduzierter Hamoglobinlésung gegen die 
entsprechenden Partial- 
druckevon Arsenwasser- 
stoff aufgetragen (Spal- 
te 3 und 4 der Tabelle). 
Die Abszisse ergibt die 
eingelassenen  Drucke 





Arsenwasserstoff in mm 
Hg, die Ordinate die ab- 
sorbierten Mengen des 
Gases in mm Hg. 

Auf Abb. 3. sind 
die gefundenen Absorp- 
tionen von Arsenwasser- 
stoff in (40 cem) Rinder- 
blutserum aufgetragen. 
MaBe fiir Abszisse und 
Ordinate wie auf Abb. 1. 

Gerade I (Abb. 2) zeigt 
die Absorption von Arsen- 
wasserstoff in Aqua dest. 
und 0,9 %iger Kochsalzlésung 
(Versuch 1 bis 4). 

Gerade II (Abb. 2) zeigt 
die Absorption in Lésungen 
roter Blutkérperchen mit etwa 
7%, Hamoglobin. Versuche 
mit Suspensionen (Versuch 5 
und 6) gegeniiber hamoly- 
sierten Lésungen (Versuch 7 
bis 10) ergeben bei gleicher 

Abb. 3. Gesamtkonzentration an Ha- 
moglobin keinen Unterschied. 

Gerade III (Abb. 2) gibt die Ergebnisse von drei Versuchen wieder, 
die mit der doppelten Konzentration an Hamoglobin (etwa 15%) aus- 
gefiihrt wurden. Sie zeigen auch etwa die doppelte Aufnahme von 
Arsenwasserstoff gegeniiber der reinen Léslichkeit in Wasser. 
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Nach Sattigung mit Kohlenoxyd (Versuch 8, 9 und 10) erhielt ich bei 
der Konzentration von etwa 7°, Hamoglobin genau die gleiche Ab- 


sorptionsgréBe fiir Arsenwasserstoff, wie fiir reduziertes Hamoglobin. 
(Die Werte sind auf dem Kurvenblatt durch ein © markiert.) Die Er- 
hdhung der Schiittelgeschwindigkeit auf den doppelten Wert ergab 
ebenfalls keine Anderung der Absorption (Versuch 11). 


Die Absorption von Arsenwasserstoff in Serum (aus Rinderblut) 
wird durch Gerade IV auf Abb. 3 wiedergegeben. Ihr Verlauf ist fast 
identisch mit Gerade II der Abb. 2. Der Gehalt des Serums an Eiweil 
kann etwa gleich der unserer Blutkérperchenlésung angesehen werden 
(7 bis 8%). Daraus folgt, ebenso wie aus der Ubereinstimmung zwischen 
der Absorption durch Kohlenoxyd- und reduziertes Hiamoglobin, 
daB es eine Anlagerungsverbindung 
zwischen Blutfarbstoff und Arsen- 
wasserstoff nicht gibt, daB jedoch 
KiweiB die Léslichkeit des Gases 
erheblich erhéht. 


Auf Abb. 4 sind die Werte von 
TabelleI aus Spalte 6 und 8 gegen- 
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einander aufgetragen. 


Die Abszisse ergibt den Partial- 
druck des Arsenwasserstoffs, der 
mit der Liésung im Gleichgewicht | 
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die absorbierte Menge in Mol /Liter 
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Gerade I zeigt das Verhaltnis ¢: p’ fiir Wasser, Gerade II das fiir 
25 %ige Blutkérperchenlésung. 
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Abb. 4. 


Bildet man aus diesen Daten den Quotienten ¢c/p’, so muB man eine 
Konstante & erhalten, denn cgejjs¢ soll ja gleich &. p'(gas) sein, also 
= ‘ ~ ° . . 
c/p’ = k. Aus Spalte 7 ist zu ersehen, daB diese Bedingung er- 
fiullt ist. Die GesetzmaBigkeit ist somit die gleiche wie bei reiner 
Léslichkeit. 


Ob die Aufnahme vollstaindig reversibler Natur ist, wird in be- 
sonderen Versuchen gepriift, die bereits im Gange sind. Vorversuche 
deuten darauf hin, daB ein Teil des Arsens, etwa 4°, der einwirkenden 
Menge, in Lésung bleibt. 


Aus der Konstanten & errechnen wir den Bunsenschen Absorptions- 
koeffizienten des Arsenwasserstoffs fiir Wasser zu 0,21, fiir Rinder- 
blutserum zu 0,38 und fiir 25°%ige Blutkérperchenlésung zu 0,36. 
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Die Reaktion zwischen Arsenwasserstoff und Sauerstoff, katalysiert dure) 
Hdmoglobin. 


Es wurde nunmehr die Oxydation des Arsenwasserstoffs an Haimo 
globin als Katalysator untersucht. Dabei richtete ich mein Augenmerk 
sowohl auf die Produkte der Oxydation des Arsenwasserstoffs, wie 
auf die Veranderungen des Katalysators!. 

Versuchsanordnung. Es wurde mit der auf 8.80  beschriebenen 
Apparatur gearbeitet. Die Reaktion wurde an der Anderung des Druckes, 
sowie durch Bestimmung des Arsens nach Bang? in der fliissigen Phase 
des Reaktionssystems verfolgt. 


Das Hamoglobin wurde aus Blut vom Rind gewonnen. Ich benutzte rote 
Blutkérperchen, die abzentrifugiert und dreimal mit physiologischer Koch. 
salzl6sung gewaschen wurden. In den meisten Versuchen wurden 10 ccm 
hiervon mit Wasser auf 40 ccm aufgefiillt und dann in eine Schiittelbirne 
von etwa 225ccm Inhalt gegeben, die durch Schliffe der Apparatur ein- 
gefiigt werden konnte. Bei den letzten Versuchen betrug das Volumen der 
Birne mit Zuleitung 239cem. Dann wurde auf Dampfdruck des Wassers 
gepumpt, die Hamoglobinlésung mit Stickstoff durchstrémt, der vorhe1 
iiber gliihendem Kupfer von Sauerstoff befreit war und hiernach die Gase 
in den gewiinschten Drucken zugelassen. Um eine mefbare Reaktions- 
geschwindigkeit zu bekommen, wurde die Birne geschiittelt, und zwar bei 

allen Versuchen gleich- 
Versuch 15. GefaéBinhalt: 10 cem Blut- maBig. Wurde die Birne 


kérperchenbrei, 30 cem Aqua dest. ¢t = 19°. nicht geschiittelt, so war 
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1 Diese Versuche lagen zeitlich vor den oben geschilderten Absorptions- 
versuchen, woraus sich einige technische Unvollkommenheiten erklaren. 
— # Bang, diese Zeitschr. 161, 195, 1925. 
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sprechenden Anderungen des Druckes in mm Hg angegeben. Die an 
der Reaktion beteiligten Gasarten und Gasmengen sind jeweils ver- 
merkt. 

Versuch 15 mit Hamoglobinlésung zeigt gegen den Kontroll- 
versuch 16 (mit Salzlésung) deutlich die katalytische Wirkung des 
Haimoglobins: Wahrend in Versuch 16 keine Druckanderung und somit 
auch kein Umsatz auftritt, sehen wir in Versuch 15 eine Reaktion ab- 
laufen. Die Reaktion laiuft recht langsam ihrem Ende zu. 

Zur Ermittlung der 
Kndprodukte der Oxy- Versuch 16. GefaBinhalt 40 cem 0,9 °oige 
dation des Arsenwasser- Kochsalzlésung. ¢ = 19,0°. 
stoffs mak ich den 
Bruttoumsatz bei Uber- 





at rat Ip S4p 


schuB von Sauerstoff. 46mm Arsenwasserstoff eingelassen. 

In den ersten Versuchen 5' . on 

dieser Art war das Ge- Z 4 a = 
samtvolumen mit Zu- 20) 5 = 1mm 
fiihrung zum Manometer dazu 42mm Sauerstoff eingelassen. 

nicht genau bestimmt 9’ = ‘sin 

worden; die Apparatur p . 

hatte noch nicht die 1b id 

endgiltige GréBe mit 75 129 

den oben angegebenen 

MaBen. Daher kénnen bei den Versuchen 17, 18 und 19 die umgesetzten 
Mengen nicht absolut in Mol, sondern nur relativ zueinander in Drucken 
(mm Quecksilber) angegeben werden. 

Auch war der am Himoglobin haftende Sauerstoff noch nicht 
restlos, wenn auch mindestens zu 90°, der Gesamtmenge entfernt. 
Dies zeigten besondere Proben, in denen der Sauerstoffgehalt von gleich- 
behandelten Blutproben nach der gasanalytischen Ferricyanidmethode 
bestimmt wurde. Bei den folgenden Versuchen der Tabelle 1 wurde 
dreimal bis zum Dampfdruck des Wassers abgepumpt und zwischen 
dem Abpumpen langere Zeit zum Druckausgleich geschiittelt. 


Tabelle II. 


Uberall 10 cem Blutkérperchenbrei und 30cem Wasser eingefiillt. 





ss a. || Druckinderung in mm Hg Druckaénderung 
EKingelassener Eingelassener | berechnet auf Gefundene korrigiert 
Arsen wasser- Sauerstoff || teint ' Druck- durch O» aus 
stoffin mm Hg inmm Hg |! : anderung 10 °/,igem 
|| gebildetes As AS, V3 Oxyhimoglobin 


= Versuch 


| 4 


78,5 152,0 137,0 196.0 177,5 179,5 
81.0 154,5 142.0 202,0 187,0 189,0 
52,0 85,0 91,0 130,0 114.5 116.5 
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In diesen Versuchen war Hamoglobin annahernd zu 80 bis 90°, 
in Methamoglobin umgewandelt, wie die Bestimmung der Sauerstoff- 
aufnahmefahigkeit der Lésungen zeigte. Qualitativ wurde Methamo- 
globin spektroskopisch bestatigt durch den typischen Absorptions- 
streifen im Rot, der auf Zusatz von Na,S,O, verschwand. 

Die Versuche 17, 18 und 19 zeigen eindeutig, daB bei der Reaktion 
zwischen Arsenwasserstoff und Sauerstoff bei Hamoglobingegenwart 
der Sauerstoffverbrauch schlieBlich iiber den erforderlichen Verbrauch 
zur Bildung von metallischem Arsen hinausgeht. Denn diese von 
Labes angenommene Reaktion wiirde der Forme] 


4 AsH, + 30, -- 4 As + 6H,0. 


entsprechen. D.h. auf ein Volumen AsH, miBte 0,75 Volumen O, 


kommen: bei der Bildung der arsenigen Saure nach der Formel: 

2 AsH, + 30, -> As,O, + 3H,O 
wiirde die doppelte Menge erforderlich sein, also 1,5 Vol. O,. Unsere 
Versuche lieferten die Volumina von 1,29, 1,33 und 1,24 Sauerstoff auf 
1 Volumen Arsenwasserstoff. 

Da bei diesen Versuchen (17 bis 19) die eingelassene Menge Arsen- 
wasserstoff nach Stillstand der Reaktion, d. h. ungefahr nach 24 Stunden, 
als vollkommen umgesetzt angesehen wurde, aber nicht kontrolliert 
wurde, ob tatsachlich der Endpunkt der Reaktion erreicht war, be- 
stimmten wir in einem weiteren Versuch (20) den umgesetzten Arsenwasser- 
stoff in der fliissigen Phase analytisch nach Bang'; daraus und aus der 
Gesamtdruckanderung bei bekanntem Volumen (!99 cem) und bekannter 
Temperatur errechnete ich das gesuchte Umsatzverhaltnis Arsenwasser- 
stoff: Sauerstoff. Bei einem Gesamtdruck von 159mm Arsenwasserstoff 
und 361mm Sauerstoff wurden insgesamt 350mm umgesetzt (2 4p), was 
bei t 19°, V 199 cem einer Druckaénderung von insgesamt 383 . 10-° Mol 
entspricht. In dem Reaktionsgemisch wurden 106,1mg = Arsen 142 
. 10-% Mol Arsenwasserstoff gefunden. Beriicksichtigt man noch, dab etwa 
4.10°°>Mol Sauerstoff zur Methamoglobinbildung gebraucht wurden, so 
kommt man zu dem Ergebnis, daB 1,7 Mol Sauerstoff auf 1 Mol Arsen- 
wasserstoff umgesetzt wurde. Aus diesen Zahlen ist wiederum nichts 
anderes zu schlieBen, als daB Arsentrioryd das Endprodukt der Oxydation 
des Arsenwasserstoffs ist. 

Versuch 20 wurde zeitlich langer ausgedehnt, der Gasraum mehr- 
mals frisech beschickt. Er sollte dariiber Aufklirung geben, wie lange 
und in welehem MaBe das Haimoglobin die Oxydation iiberhaupt kata- 
lvsiert. 

Der Sauerstoff war nicht restlos entfernt. Daher reagierte zunachst 
Arsenwasserstoff. Nach Stillstand dieser Reaktion wurden abgemessene 
Mengen Sauerstoff zugegeben, weiterhin die Gase in der vermerkten 


Folge. 


' Bang, diese Zeitschr. 161, 195, 1925. 
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Versuch 20. ¢ 19,0°. 
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Das Hamoglobin war nach Ablauf dieser langen Reaktion sicher 


zersetzt, d.h. die prosthetische Gruppe war abgespalten. Denn das 





88 K. Wolff: 


Reaktionsprodukt war flockig und von brauner Farbe, die aber in 


Gegensatz zum Methamoglobin auf Zusatz von NaS, QO, erhalten blieb 
Das Produkt zeigte keine O,-Aufnahme mehr; trotzdem war ein, went 


auch geringerer Umsatz noch zu erkennen. 

Abb. 5 und 6 zeigen die Absorption zweier Blutkérperchenlosungen 
nach Ablauf der Reaktion. Mit einem Steinheil-Spektrographen und 
konstanter Licht:juelle wurden jeweils mehrere Aufnahmen in steigender 


Verdiinnung iibereinander auf [einer ,,Agfa-Superpan‘-Platte gemacht. 
Die Verdiinnung von Aufnahme zu Aufnahme betrug 20°,'. Als Ver- 
gleichsspektrum wurde das des Neon aufgenommen. 

Abb. 5 zeigt die Absorption des Reaktionsproduktes aus Versuch 20. 
Man erkennt keine spezifische Absorption mehr. 


1 Bei den Aufnahmen war dankenswerterweise Herr Dr. habil. 
Brodersen, Physik.-Chem. Institut der Univ. Frankfurt, behilflich. 
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Abb. 6 zeigt die Absorption einer Blutl6sung von einem Versuch 
mit kiirzerer Umsatzdauer, etwa '/, Stunde. Die spezifischen Ab- 
sorptionsschatten des Methimoglobins und des Oxyhamoglobins sind noch 
klar zu erkennen. 

Wellenlingen des Vergleichsspektrums in Angstrém: 

a 4500 A, b 5764 A, c¢ = 6096 A, d = 6334 A. 
IV. 

Arsenwasserstoff wird also vom Bluteiweif einschlieBlich Hamo- 
globin aufgenommen und dann katalytisch durch das Hamoglobin 
oxydiert. Wie bereits erwahnt wurde, geht damit eine Zerstérung des 
Blutfarbstoffs selbst einher. Schon ganz im Beginn der Reaktion kann 
man Farbainderungen bemerken. Bei einer Anzahl Proben versuchten 
wir nach verschiedenen UmsatzgréBen die Menge umgewandelten 
Blutfarbstoffs quantitativ zu erfassen: Vergleichend mit Analysen der 
unverainderten Ausgangslésung bestimmten wir nach Einwirkung des 
Arsenwasserstoffs die Sauer- ° 
stoffkapazitat der  Blut- (SA 
lésung nach dem Prinzip von 
Haldane im Barcroft-Mano- 
meter. Die Differenz beider 
Werte entsprechen der ein- 
getretenen Umwandlung, in 
erster Linie in Methamo- 
globin. 

In der Abb. 7 sind auf 
der Abszisse die umgesetzten 
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Mol .10-° aufgetragen, auf Abb. 7. 

der Ordinate die gebildete 

Menge Methamoglobin in %. Da die Werte fiir die umgesetzte 
Menge Arsenwasserstoff aus der Druckaénderung errechnet wurde, 
kann die Genauigkeit nicht héher als auf 10 bis 20°, geschatzt 
werden. Die Zahlen kénnen demnach nur einen Begriff iiber die GréBe 
der Bildung von Methaémoglobin in Abhangigkeit von dem in Reaktion 
getretenen Arsenwasserstoff geben. Zur Berechnung der Versuchs- 
ergebnisse im folgenden sind sie jedoch zu verwenden. 


Wenn die Oxydation des Arsenwasserstoffs zur Bildung von 
Methaimoglobin fiihrt, so 1laBt sich andererseits Methimoglobin 
durch reinen Arsenwasserstoff zu Hamoglobin reduzieren, wie wir in 
mehreren Versuchen festgestellt haben. Arsenwasserstoff zeigt in dieser 
doppelten Beziehung Analogien zu manchen anderen Blutgiften, z. B. 
Phenylhydroxylamin!. 


' Vgl. Heubner, Rolf Meter u. Rhode, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 
100, 149, 1928. 





V. 

Als erstes Reaktionsprodukt der Oxydation des Arsenwasserstoff 
nahm Labes metallisches Arsen an. In einer vorlaufigen Mitteilung! 
hatten wir uns auf Grund der damaligen Analysen fiir das Produkt 
AsH,— AsH, ausgesprochen. Heute glaube ich entsprechend den im 
folgenden zu schildernden Versuchen, daB als erstes Reaktionsprodukt 
AsH,OH auftritt. Die Verhaltniszahlen fiir die Bildung der Reaktions- 
produkte aus Sauerstoff und Arsenwasserstoff sind bei As: 0,75, As H, OH: 
0,5, AsH,—AsH,: 0,25. (Natiirlich kénnte AsH,—AsH, immerhin im 
Verlauf der Reaktion entstehen, doch scheint es keine meBbare Lebens- 
dauer zu besitzen.) 

Die Versuche wurden folgenderma8en ausgefihrt : 

Nach vollstandiger Befreitung der Blutkérperchenl6sung vom Sauerstoff, 
die nachtraglich an der Arsenwasserstoffabsorption kontrolliert werden 
konnte, wurde Arsenwasserstoff in den gewiinschten Drucken zugelassen, 
die Absorption abgewartet, hiernach Sauerstoff zugegeben und bis zu einem 
bestimmten Umsatz geschiittelt. Dann wurde die Reaktion abgebrochen, 
indem schnell abgepumpt, wieder einige Zeit geschiittelt und nochmals 
abgepumpt wurde, um den in Lésung gebliebenen Arsenwasserstoff méglichst 
zu entfernen. In einem Versuch (21) wurde statt abzupumpen 1 Stunde 
Stickstoff durchgeleitet. 

In dem Reaktionsgemisch wurde das vorhandene Arsen bestimmt. 
Dieses wurde dann, nachdem fiir das im Absorptionsversuch nach sorg- 
faltigster Befreiung von Sauerstoff, 1'/,stiindigem Durchstr6men mit 
Stickstoff und Abpumpen, immer noch gefundene Arsen eine 4 °oige Korrek- 
tur in Rechnung gestellt war, auf Mole Arsenwasserstoff umgerechnet und 
der entsprechende Wert von der Gesamtdruckanderung abgezogen. Ebenso 
wurde der zur Methamoglobinbildung erforderliche Sauerstoff entsprechend 
der Kurve auf Abb. 7 in Rechnung gestellt. 

Fiir die Sauerstoffmenge, die eventuell fiir die Reaktion: Hb + O, 
— HbO, verbraucht wurde, geschah dies nicht. Wie ein Versuch zeigte, 
ist die Geschwindigkeit dieser Reaktion bei dem Partialdruck von 20 mm 
Sauerstoff und bei der angewandten Schiittelgeschwindigkeit so gering, dal 
in der Zeit von 40 Minuten nur eine Druckdifferenz von 2 mm auftritt. 


Tabelle Ill. 199 cem Gasraum, 40 cem Lésung, ¢ = 20,0°. 





= Eingelassene Menge Gesamtdruckinderung  Reak- Gefundenes Arsen Umsatz- 
Fa tions- altn 
Tr 





—— — — a verhialtnis 
AsH, Oo 


daner ‘ Os AsH, 
inmm Hg inmm Hg ; 


> 


inmm Hg inMol.10-5 in Min. inmg  inMol.10 

102,8 21,2 20,0 22,0 || 380 10,4 14 0,50 
160,0 30,7 43,2 47,0 || 41 22,1 29 0,55 
163,1 31,0 52,0 56,7 || «50 25,1 33,5 0,61 


Nach der Annahme von Labes miBten wir ein Umsatzverhaltnis 
von 0,75 (3. O, + 4 AsH,) erwarten. Nach unseren Versuchen diirfen 


1 Heubner u. Wolft, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. IS1, 149, 1936. 
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Wirkungsweise des Arsenwasserstoffs. 9] 
vir ein friiheres Zwischenprodukt als metallisches Arsen vermuten, und 
uwar wahrscheinlich AsH,OH (O, + 2 As Hg). 

In Versuch 39 verwandten wir eine Blutkérperchensuspension. 
Sie zeigte nach 1 Stunde partielle, nach 12 Stunden totale Hamolyse. 
Vi. 


Es wurde also primar neben der Lésung in Wasser eine Absorption 


von Arsenwasserstoff durch EiweiB, einschlieBlich Hamoglobin gefunden, 
die dem Henry-Daltonschen Gesetze folgt, auch der Eiweibkonzentration 
proportional ist. In CUbereinstimmung mit Joachimmoglu!, doch im 
Gegensatz zu Meissner® fand ich keine Hemmung dieser Absorption 


durch Kohlenoxyd. Wenn Meissner eine spezifische Bindung des Arsen- 
wasserstoffs durch Blutfarbstoff annimmt, so ist diese Auffassung nach 
meiner Meinung nur dadurch zustande gekommen, daB in seinen Ver- 
suchen stets noch mehr oder weniger Oxvhamoglobin, also Sauerstoff, 
zugegen war. Seine spektroskopischen Beobachtungen lassen sich, wie 
schon Joachimmoglu? und Haurowitz 4 erkannten, durch Reduktion von 
Oxyvhamoglobin zu Hamoglobin, sowie partielle Umwandlung in Met- 
hamoglobin erklairen. 

Die alten Befunde von Hoppe-Seyler>, sowie Lipschitz und Weber® 
sind ebenfalls verstandlich. Wie Heubner* bereits friiher ausgefiihrt 
hat, ist die Voraussetzung fiir die Methamoglobinbildung die Bildung 
aktiven Sauerstoffs, die an die Reaktion zwischen Arsenwasserstoff 
und molekularen Sauerstoff gebunden ist. Neu ist jedoch der Befund, 
daB bereits ein niederes Oxydationsprodukt des Arsenwasserstoffs 
himolytisch zu wirken scheint, wenn auch gewisse Vorbehalte noch 
méglich sind (vgl. unten). 

Ich glaube nicht fehl zu gehen, wenn ich die durch Hamoglobin 
katalysierte Oxydation des Arsenwasserstoffs als ein Analogon zur 
Oxvdation des Ammoniaks ansehe, wie sie Bodenstein und Mitarbeiter’ 
am Katalysator Platin und mit dem Zwischenprodukt NH,OH be- 
schreiben. Hier wie dort ist zum Einleiten der Reaktion atomarer 
Sauerstoff notig. 

Eine Analogie zwischen H,NOH und H,AsOH kénnte darin ge- 
sehen werden, daB beide Methamoglobin und dariiber hinaus Hamatin 


1 Joachimmoglu, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 86, 32, 1920. 
* Meissner, Zeitschr. f. exper. Path. u. Ther. 13, 284, 1913. —~ * Joachim- 
moglu, Arch. f. exper. Path. und Pharm. 85, 32, 1920. 4 Haurowitz, 
Zeitschr. f. physiol Chem. 138, 68, 1924. —- ° Hoppe-Seyler, ebenda 
1, 121, 1877, - 8 Lipschitz u. Weber, ebenda 1322, 51, 1934. 
* Heubner, Zangger-Festschrift, S. 827. Ziirich, Rascher & Co., 1934. 
8 M. Bodenstein u. Biittner, Cher den Mechanismus der katalytischen 
Ammoniakverbrennung. Vortrag Madrid 1934; Bodenstein, Zeitschr. f. 
Elektrochem. 41, 466, 1935. 
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erzeugen. Beim Hydroxylamin tritt dabei neben anderen Produkte: 
elementarer Stickstoff auf!: vielleicht entsteht also elementares Arse) 
ebenfalls bei der weiteren Oxydation des primaren Oxydationsproduktes 

Dies kénnte natiirlich in der fitissigen Phase bereits erfolgen, wahren: 
weitere Aufnahme von Sauerstoff noch mehr Arsen (in Form des primiires 
Oxydationsproduktes) aus der Gasphase in die fliissige Phase bringt. So 
kénnten sich unsere Befunde auch bei den rasch abgebrochenen Reaktionen 
(Versuche 40 und 41) erklaren, in denen wir 10 bis 20°, mehr Sauerstoff 
verbrauch errechnet haben als fiir die primare Reaktion erforderlich wire. 

Es scheint uns daher noch nicht endgiiltig klar, welches der ent- 
stehenden Oxydationsprodukte die eigentliche Ursache der Hamolyse 
ist. Zugunsten der Annahme von Labes, dab es metallisches Arsen 
in kolloidaler Form sei, spricht zunachst die Analogie des angenommenen 
Produktes Hydroxylarsin zum Hydroxylamin: nach Lewin? wirkt 
namlich diese Substanz nicht himolytisch. Doch sind auBer Hydroxyl- 
arsin und elementarem Arsen noch andere Oxydationsprodukte denkbar, 
wie etwa HAsO (Arsoxyl), das sich wohl ahnlich dem Nitroxyl An- 
drussows® verhalten wiirde. 

Auf der anderen Seite hat die Analogisierung der chemischen Ver- 
bindungen des Arsens mit denen des Stickstoffs natiirlich ihre Grenzen. 
So ist die basische Natur des Ammoniumhydroxyds beim Arsen- 
wasserstoff von mir nicht gefunden. Die von uns hergestellten Lésungen 
in Wasser gaben mit Lackmus auch nicht die leiseste Andeutung einer 
alkalischen Reaktion. 

Weitere Versuche zur vollstandigen Aufklirung des Reaktions- 
mechanismus zwischen Arsenwasserstoff, Sauerstoff und Blutfarbstoff 
sind im Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin im Gange. 


Zusammenfassung. 

J. Hamoglobinlésungen und Serum absorbieren mehr Arsenwasser- 
stoff als reine Salzlésungen, und zwar proportional ibrer Konzentration 
an Eiweif. 

II. Arsenwasserstoff wird bei Gegenwart von Sauerstoff durch 
Hamoglobin katalytisch oxydiert. Die Oxydation des Arsenwasserstoffs 
fiihrt schlieBlich zum Arsentrioxyd. Das Hamoglobin wird im Verlaufe 
der Reaktion zersetzt, wahrscheinlich bis zum Hamatin. Die Katalyse 
der Oxydation besteht noch, wenn das Haimoglobin schon partiell ab- 
gebaut ist. 

III. Als Zwischenprodukt der Oxydation tritt offenbar As H,0O auf. 
Im Verlauf der Reaktion, die zu diesem Produkt fiihrt, entsteht das 
himolytische Agens; vielleicht ist es dieses Produkt selbst. 

IV. Arsenwasserstoff reduziert Methamoglobin zu Hamoglobin. 


! Letsche, Zeitschr. f. physiol. Chem. 76, 412, 1929. — * Lewin, Arch. 
f. exper. Path. u. Pharm. 25, 306, 1889. — * Andrussow, Zeitschr. f. angew. 
Chem. 41, 412, 1928. 
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Die chemische Isolierung 
des €-Vitamins aus der menschlichen Placenta. 
Von 
R. Ammon. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Breslau’). 


(Eingegangen am 18. August 1936.) 


Der Nachweis des Vitamin C in tierischen Geweben kann prin- 
zipiell nach drei Richtungen erfolgen. Einmal werden hierzu die ana- 
lytischen Bestimmungsverfahren angewandt. Der zweite Weg ist die 
biologische Priifung am skorbutkranken Meerschweinchen und der letzte 
ist schlieBlich die chemische Isolierung der Ascorbinsaure selbst oder 
ihrer Derivate. Alle diese Verfahren sind mit mehr oder weniger groBem 
Erfolg zur Beantwortung nach dem wahren Ascorbinsdéuregehalt der 
yewebe herangezogen worden. Denn, wie gleich kurz gezeigt werden 
soll, gibt es bei jedem dieser Verfahren Schwierigkeiten, die oft eine 
exakte Beantwortung nicht oder nur schwer erméglichen. 


Bei allen analytischen Bestimmungsmethoden handelt es sich um die 
Ausnutzung des starken Reduktionsvermégens der Ascorbinséure (eine 
Ausnahme bildet die spektographische Methode, die auch nicht immer 
anwendbar ist, da es nicht immer gelingt, wirklich alle stérenden Substanzen 
zu entfernen, die im gleichen Gebiet absorbieren?.) Man ermittelt den 
Verbrauch an bestimmten Oxydationsmitteln und schlieBt so auf den 
Vitamin C-Gehalt eines Gewebeextraktes. Bei Anwendung reiner Ascorbin- 
sdurelésungen sind diese Methoden ausgezeichnet. Sie kénnen aber zu sehr 
groBen Fehlschliissen fiihren in dem Mae, wie noch andere reduzierend 
wirkende Substanzen mit in Konkurrenz treten. Das von Tillmans ein- 
gefiihrte 2, 6-Dichlorphenolindophenol hat zweifellos die C-Forschung weit- 
gehend geférdert und exakte Werte in einer Reihe biologischer Extrakte 
geliefert. Fiir Urin hat es sich aber allmahlich herausgestellt, daB die Tillmans- 
Zahlen wohl sicher iiber dem wahren C-Wert liegen (Ammon und Hinsberg’*, 
Widenbauer *, Newweiler®, Wieters*). Zustimmung hat zuniachst eine 
andere Methode (Martini und Bonsignore’), nimlich die Anwendung des 
Methylenblaus zum Nachweis des C-Vitamins im Urin, gefunden (Gabbe®, 
Neuweiler®, Wachholder und Podesta). Es zeigte sich mit diesem Oxydations- 


1 Diese Arbeit, die mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
ausgefiihrt wurde, entstand zum weitaus gréBten Teil in der Chem. Abt. des 
Patholog. Instituts Berlin. Sie wurde nach der Ubersiedlung nach Breslau 
endgiiltig fertiggestellt. — * Plaut, Bilow u. Pruckner, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 284, 131, 1935. — * Klin. Wochenschr. 1986, I, 85. 4 Ebenda 
1986, I, 94. — 5 Ebenda 19386, I, 854. ® Mercks Jahresber. 1935, S. 93. 
— * Diese Zeitschr. 278, 170, 1934. — ® Klin. Wochenschr. 1936, I, 292. 
— ® Klin. Wochenschr. 1936, I, 854, 856. — ™ Zeitschr. f. physiol. Chem. 
239, 149, 1936. 
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mittel, da der C-Gehalt unter dem Tillmans-Wert liegt. Diese Methode i- 

darum besonders giinstig, weil sie in gewissen Konzentrationen die Reaktio) 
mit den stérenden reduzierenden Substanzen, Cystein und Glutathion, ve: 

hindert. Ammon und Grave! konnten daher mit ihr die fermentativ: 
Bildung der Ascorbinsiure aus Mannose durch Leberbrei, auch be 

Gegenwart von Cystein und Glutathion, ablehnen. Ein interessante 

Verfahren (Tauber und Kleiner*), das _ vielleicht berufen ist, exakter 
Aussagen iiber den wahren C-Gehalt zu machen, ist die Anwenduny 
eines Ascorbinsiiure oxydierenden Ferments. Man ermittelt die Tillmans 
Zahl vor und nach Einwirkung dieses Ferments auf die zu untersuchenden 
Extrakte. Das Ma des verschwundenen Reduktionsvermoégens gibt einen 
Anhalt iiber die urspriinglich vorhandene C-Menge. Zu priifen bleibt noch, 
wieweit die verschiedensten Bestandteile in den vielen Extrakten Hemmungs 
kérper oder Aktivatoren fiir das Ferment sind. — Fiir die Frage nach dem 
Vitamin C-Gehalt der Placenta liegen noch zum Teil recht widersprechende 
Ergebnisse vor: Wahrend Neuweiler® mit dem Tillmans-Indikator einen 
Gehalt von 30 mg-%* angab, fanden Caffier und Ammon? etwa 1,5 mg-°, 
mit der Methylenblaumethode, bei Anwendung des T'illmans-Indikators etwa 
9mg-%. Wacholder und Podesta (1. ¢.) glauben — ohne absolute Zahlen 
anzugeben —- Werte gefunden zu haben, die offenbar den Werten von 
Neuweiler recht nahe kommen diirften. ,,Bei der Placenta des Menschen und 
des Kaninchens bekamen wir mindestens 77 % der Tillmans-Werte.‘* Auch 
Neuweiler (1. ¢.) selbst gab in seiner Nachpriifung und naéheren Analyse der 
Methylenblaumethode speziell bei Placentaextrakten und auch bei der 
Fermentmethode keinen genauen Gehalt in der Placenta an (s. auch‘). Da 
nach den Untersuchungen von Neuweiler (auch nach eigenen nicht ver6ffent 


lichten Versuchen) der Methylenblauwert eine Abhangigkeit vom py der 
Untersuchungsfliissigkeit zeigt, so ist zweifelsohne Neuweiler recht zu geben, 
da8 die mit der Methylenblaumethode erhaltenen ,,C-Werte* in Placenta- 
extrakten dadurch einer Korrektur bediirfen, da8 der aus Placentabrei 
hergestellte Trichloressigsiureextrakt einen py-Wert hat, der von dem der 
Titerl6sung abweicht. 


Der biologische Weg ist in sehr vielen Fallen mit Erfolg zw 
exakten Feststellung des Ascorbinséiuregehalts von biologischen Fliissig- 
keiten oder Extrakten benutzt worden. Andererseits tauchten wiederholt 
Schwierigkeiten durch eine toxische Wirkung einzelner Extrakte auf, die 
sich sicher beim skorbutkranken Versuchstier auswirken k6nnen (vg. 
Demole und Miiller® und Ahmad’). Doch konnte Wieters in Konzentraten 
aus bis zu 251 Harn bei der biologischen Priifung den Nachweis erbringen, 
da®B der normale Urin kein Vitamin C enthalt. Eine andere Schwierigkeit 
liegt bei der biologischen Priifung vor, dadurch, daB alle bis jetzt unter- 
suchten am C,-Atom d-konfigurierten Ascorbinséuren mehr oder weniger 
ausgeprigt antiskorbutisch wirken. Ja sogar fiir das relativ einfach gebaute 
Methy]-2-Ketogluconat konnte, wenn auch durch gréBere Mengen, eine 


1 Zeitschr. f. Vitaminforsch. 5, 185, 1936. 2 J. of biol. Chem. 1190, 
559, 1935. 3 Schweiz. med. Wochenschr. 1935, I, 539. — 4 Nach den 
neuesten Versuchen Neuweilers (Arch. f. Gyn. 162, 384, 1936) ist von seinen 
Tillmans- und Methylenblauwerten etwa ein Viertel abzuziehen, um zu dem 
annihernd richtigen Ascorbinsaéuregehalt der Placenta zu gelangen. Hierbei 
werden auch gréBere Streuungen als friiher beobachtet. Die Werte liegen 
zwischen 2,8 bis 37,5 mg-%,. > Zentralbl. f. Gyn. 1936, S. 1. — ® Diese 
Zeitschr. 281, 80, 1935. 7 Biochem. J. 80, 11, 1936. 
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antiskorbutische Wirkung festgestellt werden'. Doch ist hier wohl eine 
Umwandlung in Ascorbinséure im Organismus anzunehmen. 

Die chemischen Methoden, die sich darauf griinden, daB das Bleisalz der 
Ascorbinsaéure schwer léslich ist oder daB sich nach Zusatz von Phenyl- 
hydrazin oder 2, 4-Dinitrophenylhydrazin schwer lésliche Osazone bilden, 
sind ebenfalls mit zum Teil gutem Erfolg zu Angaben iiber den C-Gehalt in 
Geweben benutzt worden. Doch sind die Ausbeuten mitunter recht schlecht. 
(Isolierung aus Hypophyse und Corpus luteum*.) Dagegen hat Szent- 
Gyérgyi, wiederum aus den Nebennieren, zuerst grofe Mengen von Ascorbin- 
siure (Hexuronsaure) isoliert, und Merck-Darmstadt stellt aus den Gladiolen 
die Ascorbinséure sogar in groBtechnischem MaBstabe her. Hinsberg und 
Ammon* haben auf Grund chemischer Methodik (Fallungen mit 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazin) den SchluB gezogen, daB der normale menschliche Misch- 
urin kein Vitamin C enthalt. —- Das Kondensationsprodukt, das sich aus 
der Dehydroascorbinséure und dem o-Phenylendiamin als ein in Wasser 
praktisch unléslicher Kérper bildet (Ohle 4), scheint fiir solche praktischen 
Isolierungsversuche noch nicht angewandt worden zu sein. 


Die Angaben iiber den wahren Gehalt der Placenta an Vitamin C 
sind also noch recht unbefriedigend. Es ist daher hier der Versuch 
unternommen, die Ascorbinsiure nach Oxydation zu Dehydroascorbin- 
siure aus Placentaextrakt in Form des schwerléslichen Osazons aus 
2, 4-Dinitrophenylhydrazin chemisch zu isolieren. Dieser Weg konnte 
mit Erfolg beschritten werden. 


Methodik. 


Zunichst seien in Erginzung zu den Angaben von Hinsberg und Ammon 4 
noch einige Daten iiber das 2, 4-Dinitrovitamosazon mitgeteilt, die zur 
Charakteristik der spater erhaltenen Kristalle dienen. 

Wird das reine 2, 4-Dinitrovitamosazon beim Umkristallisieren aus 
Oxalester etwas langer erhitzt, so resultieren dunkelrote Kristalle von 
kugeligem Charakter, wahrend sonst hellrote Kristalle erhalten wurden, 
die sich unter dem Mikroskop als Nadeln erwiesen. Abgesehen von der 
Farbe, zeigen beide sonst keinen Unterschied, wenigstens nicht in Schmelz- 
punkt und Drehung, die allerdings beide nicht sehr scharf bestimmbar sind. 
Die Polarisationen waren durch die geringen zur Verfiigung stehenden 
Substanzmengen, sowie durch die starke Figenfarbe der Lésungen erschwert. 
Es wurden zum Polarisieren Mengen vcn etwa 10mg abgewogen und 
die Bestimmung im 1-dm-Rohr ausgefiihrt. Die errechneten [«],)-Werte 
sind daher mit einer recht groBen Fehlerbreite bestimmt. 


Osazon ,,hellrot‘* (Smp. 270°), 
in Pyridin-Eisessig. ...... . [a]p= 255/0,102 = + 250° 
in Nitrobenzol. ......... [e]p = 14/0,11 = + 127° 
 dunkelrot‘‘, aus ,,hell‘‘ entstandenes Osa- 
zon (Smp. 272°) in Pyridin-Kisessig [x], = + 26/0,11 = + 236° 
in Nitrobenzol. ......... [a}])= 13/0,098 = + 133° 
friiher hergestelltes Osazon_,,hellrot* 
(Smp. 270°), in Pyridin-Eisessig . . [a], = + 25/0,102 = + 245° 


' Siehrs, Gottardo, Brasda u. Miller, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 338, 
422, 1935. * Mendive u. Deulofeu, Zeitschr. f. physiol. Chem. 286, 208, 
1935. — * Vgl. die nachfolgende Arbeit. 4 Handb. d. Biochem., Er- 
ginzungsw. 3, 807, 1936. 
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Die C-, H- und N-Bestimmungen (ausgefiihrt von Herrn Dr. Schéller, 
Berlin) ergaben folgende Werte: 
hell: . 40,60% C, 2,72% H, 20,73% N 
dunkel: 40,4395 C, 3,00% H, 21,46% N 
berechnet: 40,509 C, 2,62°% H, 20,979, N 


Da es nach Ohle! méglich ist, daB mit dem Vorkommen der Iso 
ascorbinsaure in der Natur gerechnet werden kénnte, so wurde in ganz 
analoger Weise auch das 2, 4-Vitamosazon des Iso-Vitamin C? nach 
vorangegangener Oxydation mit Jod bereitet: 


0,3 g Isovitamin C-Natrium wurden in 1,71 Wasser gelést, mit 300 ccm 
etwa 7°% iger HCl versetzt und nach Feststellung des Jodverbrauchs mit 
n/10 Jod oxydiert. Zur Ausfaillung wurde eine hei bereitete und filtrierte 
Lésung von 5 g 2, 4-Dinitrophenylhydrazin in etwa 300 cem 2n HCl hinzu 
gefiigt. Nach viertagigem Stehen im Brutschrank bei etwa 39 bis 40° wurde 
der gallertige rote Niederschlag abgesaugt und mit 2n HCl gewaschen und 
getrocknet. Das Rohprodukt wurde in Oxalester umkristallisiert. Hellrote 
offenbar kristalline Verbindung. Smp. 248°. 


[a], in Pyridin-Eisessig ........ . . —31/0,106 = — 282° 
in Nitrobenzol. .......... . —36/0,106 = — 339° 
Nach weiterer Umkristallisation betrug der Smp. 240/41° und der 
[%]n-Wert in Pyridin-Eisessig —- 29/0,102 = — 284°. 
Die optischen Daten der aus dem Placentaextrakt erhaltenen Osazone 


beweisen mit Sicherheit, daB es sich nicht um das 2, 4-Dinitroosazon der 
Dehydroisoascorbinséure handelte. 


Nach einigen Vorversuchen wurde eine chemische Aufarbeitung eines 
Placentaextraktes zur Gewinnung des 2, 4-Dinitrovitamosazons folgender- 
maBen durchgefiihrt?®: 

Acht menschliche Placenten, die normalen Geburten (darunter eine 
Zwillingsgeburt) entstammten, wurden enthautet und durch eine Fleisch- 
maschine getrieben. Es wurden 2710 g eines Placentabreies gewonnen, der 
mit 4,51 einer 8% igen Trichloressigsiurelésung durchmischt wurde. Nach 
etwa viertelstiindigem Schiitteln wurde filtriert und der Riickstand nochmals 
in gleicher Weise mit 21 der Trichloressigsiurelésung extrahiert. Die ver- 
einigten, schwach gelblich gefairbten Extrakte hatten ein Volumen von 
6400 cem. Zur Bestimmung des Jodverbrauchs (s.w.u.) dieser Lésung 
wurden 50 ccm entnommen. Der Rest (6350 cem) wurde zunachst mit etwa 
150 g NaHCO, neutralisiert. Das Zusetzen des Bicarbonats muB8 in kleinen 
Portionen erfolgen, da ein starkes Schaumen eintritt. Danach wurde der 
Extrakt mit 1300 cem einer etwa 7 %igen HCl versetzt. Der Jodverbrauch 
dieser Lésung war recht groB8. Im ganzen wurden 91 ccm etwa n/10 Jod 
hinzugefiigt. Vom 2,4-Dinitrophenylhydrazin wurden 30 g in 21 der etwa 
7%igen HCl gelést und nach dem Filtrieren dem Extrakt hinzugesetzt. 
Bereits nach einigem Stehen im Brutschrank bei etwa 39° schieden sich 
rétliche Flocken ab, die im Laufe von 24 Stunden den ganzen Fliissigkeits- 


1 Handb. d. Biochem., |. c. — ? Herrn Professor K. Maurer, Jena, bin 

ich fiir die Uberlassung des Na-Isoascorbinats zu groBem Dank verpflichtet. 

- § Bei der experimentellen Arbeit erfreute ich mich der Mithilfe der 
technischen Assistentin Fraulein H. Jenss. 
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raum erfiillten. Die Filtration fand jedoch erst nach einem viertagigen 
Aufenthalt im Brutschrank statt. Die abgenutschte Masse wurde mit 
7 %iger HCl gewaschen und im Exsikkator und an der Luft annihernd ge- 
trocknet. 

Nach zehntigigem Stehen des Filtrats bei Zimmertemperatur schied 
sich ein rétlich-gelber Niederschlag ab, der 1,40g wog und der zu- 
nichst nicht naiher untersucht wurde. Der Smp. lag bei 143°, Sintern 
ab 130°. 

Die genauere Jodbestimmung in den vorher entnommenen 50 ccm des 
Trichloressigsiureextrakts fiihrte zu folgenden Zahlen: 

Vor der Reduktion mit H,S, umgerechnet auf 6350 cem 100,3 cem n/10 J 
nach Zusatz von KJ. ........... =... %51,9cemn/10 I 
nach der Reduktion mit H,S.......... . 111,0cemn/10 J 
und nach KJ-Zusatz ........4..... . 48,8cemn/10 J 


Wiirde man diese Jodwerte auf Ascorbinséiure umrechnen, so resultieren 
folgende Zahlen: 905 und 456mg bzw. 975 und 430mg. Werden diese 
Zahlen verglichen mit den mittleren Jod- und KJ—J-Werten in mensch- 
lichen Placenten von etwa 25 bzw. 16 mg-%, die Caffier und Ammon an- 
gaben, so errechnen sich jetzt, durchaus in Ubereinstimmung mit den da- 
maligen Zahlen, 33 bzw. 16,8 mg-%. Diese hohen Werte beziehen sich aber 
nicht auf Ascorbinsaure. 

Nach mehrtagigem Trocknen an der Luft und im Exsikkator wurde eine 
rote Masse, die stark nach HCl roch und noch feucht war, erhalten. Das 
Gewicht betrug 11 g. Wir haben nun mit der Extraktion und Reinigung 
begonnen, und zwar wurde zuerst mit eiskaltem Alkohol mehrmals extrahiert 
und dann die Extraktion mit Oxalester fortgesetzt, da das zu erwartende 
2, 4-Dinitrovitamosazon in eiskaltem Alkohol und Oxalester unléslich ist. 
Alle Osazone?, die also in die angefiihrten Lésungsmittel gehen, sind nicht 
das gesuchte C-Osazon. Es wurden jedesmal 50 bis 70 cem zum Extrahieren 
verwandt. Die Farbung des Filtrats, der eintretende Gewichtsverlust und 
auch die Schmelzpunktsbestimmungen der Extraktionsriickstaénde gaben 
wichtige Anhaltspunkte fiir die Wirksamkeit dieses Verfahrens. Die Extrak- 
tionen wurden in einer Schiittelapparatur, die sich in einem Eisschrank 
befand, ausgefiihrt. Nach der Extraktion mit Oxalester wurde der Riickstand 
mit eiskaltem Alkohol zum Trocknen auf der Nutsche gewaschen. Die 
folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber dieses Verfahren: 

1l g (stark nach HCl riechend und feucht). 

Nach 1. Alkoholextraktion 5,75 g, Smp. 162°, Beginn des Sinterns 131° 

wee O6-e. Me esl gs | a 

ao “ ie Ce eS a » 162° 


Da der Schmelzpunkt sich nur um 2° geaindert hatte und auBerdem der 
alkoholische Extrakt nur noch braun-gelb gefairbt war, wurde mit der 
Oxalesterextraktion begonnen: 

Nach der 1. Oxalesterextraktion 2,6 g, Smp. 239°, Beginn des Sinterns 198° 
oi: aoe is 133g, ,, 243°, 
PaaS a 109g, , 244°. 


Der Schmelzpunkt hatte sich nach der dritten Extraktion nicht mehr 
geaindert, und da die Farbe des dritten Extraktes auch wieder hellbraun 


1 Mit der Bezeichnung ,,Osazone‘“‘ wird das Gesamtgemisch gemeint, 
ohne zu wissen, ob es nur aus Osazonen besteht. 
Biochemische Zeitschrift Band 288. 
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geworden war, wurde der Riickstand, der nach den Oxalesterextraktione: 

eine immer starkere rote Farbe bekam, mit Oxalester in der Siedehitz: 
extrahiert. Zu diesem Zwecke wurde er zuerst mit 20 cem Oxalester iibe: 

gossen und bis zum gelinden Sieden unter dauerndem Riihren erwarmt und 
dann schnell filtriert. Der Filterriickstand wurde wieder aufgenommen und 
in gleicher Weise zum zweiten Male mit 10 cem extrahiert; die dritte und 
vierte Extraktion wurden mit je 15 cem Oxalester ausgefiihrt. Danach wurde 
der Riickstand mit Alkohol gewaschen und an der Luft getrocknet. Er hatte 
jetzt eine braunrote Farbe. Gewicht: 454mg, Schmelzpunkt: iiber 295°. 
Unter dem Mikroskop waren zwei verschiedene Kristallarten zu erkennen, 
Nadeln und kugelige Gebilde. Eine Polarisation war nicht méglich, da keine 
volistandige Lésung eintrat und nach Zusatz des Eisessigs die Fliissigkeit 
sehr dunkel war. Daraufhin wurde eine nochmalige fiinfte Extraktion des 
Riickstandes bei etwas lingerem Sieden und mit 25 cem Oxalester versucht. 
Sein Gewicht betrug nach dem Trocknen 313,9 mg, der Schmelzpunkt mut) 
ebenfalls iiber 295° liegen. Unter dem Mikroskop deutliche Kristalle, 
offenbar Nadeln, aber nicht einheitlich. 

Aus den einzelnen Filtraten schieden sich nach Reiben an der Glaswand 
und besonders nach lingerem Stehen in einer Eis-Kochsalzmischung rote, 
offenbar kristalline Verbindungen ab, die dem Aussehen nach und in der 
Art ihrer Abscheidung den unter ahnlichen Bedingungen beim Umkristalli- 
sieren von Proben des reinen C-Osazons erhaltenen Kristallen des 2, 4-Di- 
nitrovitamosazons weitgehend ahnelten. Es wurden die Filtrate 1, 2 und 5 
einzeln und die von 3 und 4 zusammen abgesaugt, mit eiskaltem Ester und 
dann mit Alkohol gewaschen und getrocknet. 

Aus Filtrat 1 wurden 127,1 mg mit dem Schmelzpunkt von 267/269°, 
aus dem Filtrat 2 wurden 28,9 mg mit dem Schmelzpunkt von 260°, aus den 
Filtraten 3 und 4 126mg mit dem Schmelzpunkt von 259°, aus dem Filtrat 5 
wurden noch 101,2mg mit dem Schmelzpunkt 273° gewonnen. Im 
ganzen wurden also 383,9mg eines Osazongemisches erhalten, das an- 
scheinend schon recht rein ist, d. h. dem gesuchten Vitamosazon sehr ahnelt, 
auch wenn der Schmelzpunkt der aus den Extraktionen 2 bis 4 erhaltenen 
Kristalle um 11° von dem synthetischen Produkt abweicht (,,Roh-2, 4-Di- 
nitrovitamosazon“‘). Es wurden daher die Fraktionen 2, 3 und 4, die einen 
ahnlichen Schmelzpunkt haben, vermengt. Vor dem Umkristallisieren aus 
Oxalester wurde von 1 und dem Gemisch von 2 bis 4 das spezifische Drehungs- 
vermégen in Pyridin-Eisessig mit etwa je 10 mg bestimmt. 

Fraktion 1: a = + 0,20°, c = 0,092%, [«]y = + 217° 
Fraktionen 1 bis 4: a = + 0,24°, ¢ = 0,102%, [a]) = + 235° 


Nach dem Umkristallisieren wurden folgende Werte erhalten: Fraktion | 
69 mg (in der Mutterlauge bildeten sich nach eintagigem Stehen noch einige 
Flocken, die nicht mehr beriicksichtigt wurden) mit dem Schmelzpunkt 273° 
und dem [a«]p-Wert von + 26/0,104 = + 250° in Pyridin-Eisessig, von 
12/0,096 = + 125° in Nitrobenzol; Fraktionen 2 bis 4: 44,1 mg (durch 
Verschiitten unter Verlusten umkristallisiert) mit dem Schmelzpunkt 276° 
und dem [«])-Wert von + 24/0,009 = + 267° in Pyridin-Eisessig; Frak- 
tion 5: (s. oben, die nicht umkristallisiert wurde) mit dem [«])-Wert von 
+ 20/0,096 = + 209° in Pyridin-Eisessig, von + 13/0,096 = + 136° in 
Nitrobenzol. 
Wahrend Fraktion 1 aus feinen, zum Teil ineinander verfilzten Nadeln 


besteht, und eine hellrote Farbe hat, waren die erhaltenen Fraktionen 2 
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vis 4 und 5 von dunkelroter Farbung und zeigten unter dem Mikroskop 
kugelige Gebilde, in dem Gemisch 2 bis 4 waren noch Nadeln zu erkennen. 
Hs scheint hier die 2, 4-Dinitrophenylhydrazinverbindung in den zwei 
Modifikationen vorzuliegen, wie sie weiter oben beschrieben sind (,,hell‘ 
und ,,dunkelrot‘‘). 

Die C-, H- und N-Bestimmung ergab folgende Werte: 

Fraktion] ......... . 40,55%C, 2,74% H, 20,22% N 
Fraktionen 2 bis 4... . . . 40,09%C, 2,69%H, 20,12%N 
Fraktion 5* nicht umkristallisiert 41,39% C, 3,22% H, 18,17%N 
berechnet ......... =... 40,50%C, 2,62%H, 20,97%N 

Wir sehen, daB die C-, H- und N-Werte fiir die Fraktionen 1 bis 4 
relativ gut zu dem synthetischen 2, 4-Dinitrovitamosazon passen. Bei 5 
haben wir eine zum Teil betrachtliche Abweichung und sicher eine Uber- 
deckung einer ahnlichen Substanz vor uns. 

Das aus dem Placentaextrakt isolierte Dehydroascorbinsaure- 
Osazon erlaubt eine annahernde Schatzung nach einer einmaligen Auf- 
arbeitung von acht Placenten der in der Placenta vor handenen Vitamin 
{‘-Menge. Der Berechnung wird dabei die Gesamtmenge (,,Roh- 2,4- 
Dinitrovitamosazon“) der aus den Fraktionen 1 bis 5 erhaltenen 
Verbindungen zugrunde gelegt, die ja auf Grund des Schmelzpunkts 
und der Werte fiir das spezifische Drehungsvermégen offenbar als recht 
rein zu betrachten sind. Es handelt sich um 384 mg, die aus 6350 ccm 
Extrakt bzw. 2710 g Placentabrei stammten. 384 mg des Osazons ent- 
sprechen 124mg Ascorbinséure, mithin sind in dem untersuchten 
Placentamischbrei rund 4,6 mg-° Ascorbinséure anzunehmen. Dieser 
Wert kann einerseits ein Mindestwert sein, denn es ist bei dem ge- 
schilderten Gang des Aufarbeitungsverfahrens trotz Wahrung méglichst 
quantitativer Bedingungen unwahrscheinlich, daB die gesamte Ascorbin- 
saure quantitativ erfaBt worden ist, wahrend andererseits z. B. die 
letzte Fraktion, die noch ein anderes Osazon enthalt, mit in die Rechnung 
einbezogen ist. 


Eins ist sicher, die friiher von Caffier und Ammon angegebenen 
Werte von etwa 1,5 mg-% sind zu niedrig, ebenso wie die friiheren 
Zahlen von Neuweiler zu hoch waren. Eine Ubereinstimmung mit 
Neuweiler ist insofern erreicht, als die von mir jetzt in dem Gemisch 
von 8 Placenten gefundenen Werte an der unteren Grenze der neuesten 
Zahlen von Neuweiler (Arch. Gyn. 162, 1. c.; 2,8 bis 37,5 mg-%) liegen. 


* Fraktion 5, deren C-, H- und N-Werte also mit denen des syntheti- 
schen Vitamosazons schlecht iibereinstimmen, wurde nach den _ voran- 
gegangenen Bestimmungen umkristallisiert. Von 44mg werden 24mg 
gewonnen, — zum Umkristallisieren wurde eine etwas gréBere Menge Oxalester 
angewandt —, die sich éuBerlich nicht unterschieden. Der Schmelzpunkt lag 
bei 270°. Drehung und Analyse konnten nicht mehr ausgefiihrt werden, da 
die restliche Substanz bei der N-Bestimmung verungliickte. 





100 R. Ammon: 


Die Placenta enthalt also zweifellos das Vitamin C. Hiermit reiht si: 
sich in die Gewebe ein, die sich ebenfalls durch einen z. T. hohen Ascorbin 
siuregehalt auszeichnen. Das sind vor allem die Hypophyse, die Nebenniere, 
das Ovar und hier speziell das Corpus luteum, das interstitielle Gewebe de 
Hodens und schlieBlich das Kammerwasser und die Linse. Wenn wir von 
den beiden letzten absehen, so sind die iibrigen Gewebe mit innerer Sekretion 
gleichzeitig Organe, die Hormone von Sterincharakter produzieren. Auch 
die Nebennierenrinde enthalt nach den neuesten Untersuchungen von 
Reichstein' eine Reihe von Sterinen. Das Nebennierenhormon selbst ist 
ein Sterin. Ferner soll ein anderes Sterin, das er etwas naher identifizieren 
konnte, auf seinen Vorschlag die Bezeichnung Adrenosteron tragen. Fiir 
eine solche Beziehung zwischen Sexualhormon und Vitamin C sprechen noch 
folgende Befunde: Gravide Meerschweinchen sollen bei C-freier Diat nicht 
am Skorbut erkranken, waihrend ja normale Tiere enorm C-empfindlich 
sind; es scheint, als ob durch die Graviditat geanderte hormonale Bedingun. 
gen (Corpus luteum) das Meerschweinchen zur C-Synthese befaihigen®. In 
anderer Weise zeigen Biskind und Glick® die Abhangigkeit des Vitamin C- 
Gehalts der Corpora luteae des Rindes vom Ostruszyklus und der Graviditat. 
Das Corpus luteum enthalt die gré6Bte C-Menge, wenn es voll entwickelt ist. 
Bei der Graviditat liegt der Vitamin C-Gehalt fiir die ersten 7 Monate 
zwischen 1,5 und 2,2 mg pro g, im achten Monat fallt er auf 1,1 mg ab. 

Die Placenta kann demnach als Speicherungsorgan fiir das Vitamin ( 
aufgefaBt werden. Ob aber das Vitamin in ihr dem Foétus als C- Quelle dient 
und in diesem Sinne darin die biologische Bedeutung des Vorkommens 
gipfelt, ist noch durch weitere Untersuchungen zu kliren; denn sicher wird 
das Vitamin C durch Diffusion vom miitterlichen zum fétalen Blut leicht 
transportiert, und es bedarf daher nicht der Placenta direkt als Speicherungs- 
organ. Dies erhellt aus Vergleichstitration von Abt, Chester und Epstein 4 
bei Bestimmung des C-Gehalts mittels des Tillmans-Indikators im Nabel- 
sehnurblut und Venenblut der Mutter. Die erhaltenen Werte stimmen 
vollkommen iiberein. Wenn die Methode auch sicher nicht den wahren 
C-Gehalt anzeigt, so ist doch die Ubereinstimmung so auffallend, daB von 
einer Speicherung nicht die Rede sein kann. Zu bedenken ist allerdings, dafs 
eine Sattigung der Placenta schon zu einer sehr friihen Zeit der Graviditat 
erfolgt sein kann. Méglich scheint mir eine andere, vorléufig noch un- 
bekannte Beziehung, die zwischen den Sterinen und dem C-Vitaminvor- 
kommen in gewissen Geweben herrscht (s. auch Bourne 5). Fiir eine Re- 
sorption der Ascorbinséiure aus der Placenta sprechen andere Versuche 
von Neuweiler (Klin. Wochenschr. 14, 1040, 1935), in denen nachgewiesen 
werden konnte, daB das venése Nabelschnurblut einen viel héheren Wert 
an Ascorbinsaure zeigt als das arterielle. 

Es soll noch kurz auf die Chemie der Placenta eingegangen werden. 
Es ist immerhin sehr auffallig, daB aus dem Placentaextrakt eine so groBe 
Menge von Substanzen gewonnen werden, die mit dem Dinitropheny!- 
hydrazin schwerlésliche ,,Osazone‘‘* geben. Als bekannte Korper sind dies 
zunadchst das C-Vitamin, dessen Menge im Verhiltnis zur Gesamtmenge 


1 Helv. chim. acta 19, 29, 223, 401, 403, 1936. — 2 Mouriquand u. 
Schoen u. Bourne, Nature 1, 148, 1935, zit. nach Bourne und Ber. d. 
Physiol. 86, 580. — * J. of biol. Chem. 113, 27, 1936. — ‘ J. Pediatr. 8, 
1, 1936. — *® Austral. J. exp. biol. 12, 123, 1934; 13, 113, 1935. — ® Siehe 
Bemerkung S. 97. 
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recht klein ist. In Frage kommen dann vor allem noch die Placentahormone, 
die Oxysterone darstellen und zweifelsohne ebenfalls Osazone liefern, soweit 
sie in den Trichloressigséureextrakt gehen. Bekannt ist ferner der recht 
hohe Gehalt der Placenta an Glykogen, das beim Lagern leicht hydro- 
lytisch gespalten werden kann und gespalten wird. Auf diese Weise ist 
ebenfalls ein groBer Teil und vielleicht der gréBte Teil der Osazone zu er- 
klaren. AuBerdem ist mit dem Glykosazon zu rechnen, das aus dem Blut- 
zucker herriihrt. 

Die oben angefiihrten Alkohol- und Oxalesterextrakte enthalten eine 
Reihe dieser Osazone, die sich durch Zusatz von Petrolaither sowohl im 
Alkohol als im Oxalesterextrakt offenbar quantitativ fallen lassen. Hierbei 
entstehen braune und gelbe Fallungen. Es sei noch auf den Riickstand 
hingewiesen, der nach der Oxalesterextraktion hinterblieb. Alle diese ver- 
schiedenen Osazone bediirfen einer Konstitutionsaufklirung, die sicher 
einen wertvollen Beitrag zur Chemie der Placenta liefern diirften . 


Zusammenfassung. 


Aus der menschlichen Placenta lassen sich mit Hilfe des 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazins rote kristalline Verbindungen isolieren, die auf Grund 
ihres chemischen Verhaltens, ihrer Drehung und Zusammensetzung 
weitgehend dem 2,4-Dinitro-phenylosazon der Dehydroascorbinsdure 
ihneln. Eine Schatzung des Vitamin C-Gehalts des Placentabreis fiihrt 
zu dem Wert von etwa 5 mg-%. 

Es wird hingewiesen auf die Méglichkeit, eine Reihe weiterer 
K6rper durch die nahere Analyse der gleichzeitig erhaltenen Osazone 
aus der Placenta zu gewinnen. 

Diskutiert wird kurz die Frage des Speicherungsvermégens der 
Placenta fiir das C-Vitamin und der Zusammenhang zwischen Organ- 
Steringehalt und Vitamin C-Vorkommen. 





Versuche iiber den chemischen Nachweis der Ascorbinsiure 
im Urin mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin. 
Von 
K. Hinsberg und R. Ammon. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 24. August 1936.) 


Die Ascorbinsaure bildet nach Oxydation zur Dehydro-ascorbinsaure 
mit Phenylhydrazin und 2,4-Dinitrophenylhydrazin schwerlésliche 
Osazone. | Kotake und Nishigaki (1), Mendive und Deulofeu (2), Ohle (3) 
Da die Frage des Vorkommens von Vitamin C im Urin durch die bis- 
herigen Bestimmungsmethoden nicht entschieden werden kann, weil es 
sich hierbei nicht um Reaktionen handelt, die nur fiir die Ascorbinsaure 
spezifisch sind [vgl. Ammon und Hinsberg (4)], so erschien es wichtig, 
zu versuchen, eine charakteristische Verbindung aus dem Harn zu 
isolieren. Pi Suner und Farran (5) und Miiller (6) hatten friiher mit 
Hilfe des 2,4-Dinitrophenylhydrazins aus gréBeren Urinmengen Nieder- 
schlage erhalten und sich fiir die Frage des Vorhandenseins von Methy|- 
glyoxal und anderen Ketonen im Urin interessiert. 

Wir haben nach dem Vorgehen dieser Autoren denselben Weg 
beschritten, nachdem friihere fliichtige Versuche mit Phenylhydrazin 
(Ammon und Hinsberg |. c.) zu keinem Erfolg fiihrten. Nur haben wi 
jetzt den Urin vorher mit Jod oxydiert, um, wie schon angedeutet, die 
eventuell vorhandene Ascorbinsaure in die oxydierte Form iiberzufiihren, 
welche allein zur Hydrazonbildung befahigt ist. Danach wurde die 
Fallung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin wie iiblich in salzsaurer Lésung 
angesetzt. Es wurde im Durchschnitt aus je 1 Liter Urin etwa 1 g eines 
Gemisches von 2,4-Dinitrophenylhydrazin-Verbindungen erhalten, in 
denen wir — um das Resultat schon zu nennen — nicht das Vitamin C- 
Osazon nachweisen konnten. Wurde dagegen Urin mit Ascorbinsaéure 
(Merck) versetzt, oxydiert und dann die Fallung ausgefiihrt, so konnten 
wir das 2,4-Dinitro-Vitamosazon! gewinnen, und ebenso gelang die 
Isolierung derselben Verbindung, wenn nach Ascorbinséurezufuhi 
der Urin aufgearbeitet wurde. Wir haben durchaus dieselben Ergebnisse 
erzielt, wie sie Wieters (7) kiirzlich bei der biologischen Priifung von 
Urinkonzentration erhielt: Im normalen Mischurin (bis zu 25 Litern) 
ist kein Vitamin C am Meerschweinchenversuch nachzuweisen. Wird 


' Kotake u. Mitarbeiter (1. c.) schlugen fiir das Osazon aus Ascorbin- 
sféure und Phenylhydrazin den Namen Vitamosazon vor. 
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Ascorbinséure zugesetzt, oder enthalt der Urin das Vitamin nach einer 
Belastung, so ist es wiederzufinden. 

Bevor wir unsere Isolierungsversuche unternahmen, untersuchten 
wir einige Eigenschaften der reinen Vitamin C-Verbindung, die wir 
aus 2,4-Dinitrophenylhydrazin und einer kleinen Vitamin C-Menge in 
einem reichlichen Fliissigkeitsvolumen darstellten: 


500 cem Wasser wurden mit 90 ccm einer etwa 2n HCl und 50 mg 
Ascorbinséure versetzt. Diese Lésung verbrauchte 6,7 ccm einer etwa 
n/10 Jodlésung. Danach wurde eine filtrierte Lésung von 1g Dinitro- 
phenylhydrazin in 100 cem etwa 7 %iger HCl hinzugefiigt und die Fliissig- 
keit fiir 4 Tage in den Brutschrank von etwa 39° gesetzt. Das Osazon 
schied sich dabei voluminés ab und erfiillte fast den ganzen Fliissigkeits- 
inhalt. Nach dem Abfiltrieren und Waschen rait etwa 2 n HCl und Trocknen 
hinterblieb eine rote Masse; Ausbeute 165 mg, also 100%. LaBt man 
einen solchen Ansatz nur 24 Stunden im Brutschrank, so werden nur 90 mg 
(= 58%) Niederschlag erhalten. 


Das Osazon stellt nach dem Trocknen eine rote Masse dar, die aus 
feinen ineinander verwachsenen Nadeln besteht. Smp. 27i bis 273°. Es ist 
in Wasser, Alkohol, Ather, Benzol, Chloroform nicht oder nur sehr schwer 
léslich. 0,2 %ige Na,CO,-Lésung lést es im Gegensatz zum Vitamosazon 
nicht. Sehr leicht lést es sich in Pyridin. Doch tritt hier ebenso wie auch 
beim Auflésen in Natronlauge offenbar eine Komplexbildung ein, da hierbei 
eine tief dunkel-braungriine Lésung entsteht. Léslich ist das 2, 4-Dinitro- 
vitamosazon in siedendem Alkohol oder Oxalester; beide Lésungsmittel sind 
sehr gut zum Umkristallisieren geeignet. Dank der geringen Léslichkeit 
in eiskaltem Alkohol und Oxalester kénnen Osazongemische, die reich an 
alkohol- und oxalesterléslichen Osazonen sind, durch Extraktion relativ 
einfach getrennt werden. Etwas lést sich unsere Vitaminverbindung auch 
in Nitrobenzol. Das spezifische Drehungsvermégen bestimmten wir stets 
in einer Mischung aus gleichen Teilen Pyridin und Eisessig. Zu dem Zwecke 
wurde das Osazon erst in Pyridin gelést und dann mit demselben Raumteil 
Eisessig versetzt, wobei die dunkle Farbung einer hellroten wich. Bei 
geniigend klein gewaihlter Konzentration (von etwa 0,1 bis 0,2 %) lieB sich 
diese Lésung im D-Licht, und zwar im 1l-dm-Rohr, bequem polarisieren. 
Der [«],-Wert liegt recht hoch, und zwar bei 211 bis 233°, als tiefstem bzw. 
héchstem Wert verschiedener Messungen verschiedener Praparate. Beispiel: 
20 mg in 10 ccm Pyridin-Eisessig, « = + 0,45°, [a], = 45/0,2 = + 225°. 
Der Wert fiir das spezifische Drehungsvermégen nimmt in dieser Pyridin- 
Eisessiglésung im Laufe von Tagen stark ab. Wir haben, um diesen Vorgang 
etwas naher zu studieren, drei Ansaétze gemacht. 

1. 50,7 mg des Osazons wurden in 25cem Pyridin-Hisessig geldst. 
[«]p-Wert sofort 47/0,2028 = + 231°. Nach 9 Tagen war der Wert auf 
[x]p = + 138° gesunken. 

2. Osazon ,,Hund“ (s. weiter unten) 50,5 mg in 25cem. [«])-Wert 
= + 173,5°. Nach 9 Tagen + 79°. 

3. Eine weitere Auflésung der dargestellten 2, 4-Vitaminverbindung 
in Pyridin-Eisessig. 47,2 mg in 25 ccm, [«]»)-Wert = + 211°. Gleich nach 
der Polarisation wurde Ansatz 3, ebenso die Ansatze 1 und 2, die 9 Tage bei 
Zimmertemperatur gestanden hatten, in Zentrifugenglisern mit Wasser 
versetzt (je 5 cem der Lésung mit 15 cem Wasser). Hierbei fiel sofort eine 
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rote kristalline Masse aus, die auf der Zentrifuge mit Wasser gut gewasche: 
wurde. Die aus je 20cem der urspriinglichen Lésung wiedergewonnene: 
Osazonmengen betrugen: 
Ansatz 1: 39,4 mg mit Smp. 268° und [«]p-Wert von + 140° 
Pee ok » 270° » [E}p- + » + 143° 
3: 360 5 is » Sete” » Tele ‘» » + 222° 


Nach dem Umkristallisieren dieser kleinen Substanzmengen lagen dic 
Schmelzpunkte bei 272,5 bzw. 267 bzw. 271°. Wir sehen also, daB sich in 
der Pyridin-Eisessiglésung eine molekulare Anderung vollzieht, die sich in 
dem niédrigeren [«],-Wert widerspiegelt und die ausbleibt, wenn man dic 
Lésung sofort weiter verarbeitet (Ansatz 3). 

An einem Praparat wurde eine C-, H- und N-Bestimmung ausgefiihrt 
(Dr.-Ing. Schéller, Berlin). 

4,474 mg: 6,610 mg CO,; 1,070 mg H,O; 0,010 mg Rest, 

2,600 mg: 0,468 cem N (24°, 757 mm). 

Berechnet: 40,5% C, 2,62% H, 20,97% N. 
Gefunden: 40,4% C, 2,93% H, 20,59% N. 


Bei der Reinigung und chemischen Aufarbeitung der Nieder- 
schlage, die aus den Urinen mittels des 2,4-Dinitrophenylhydrazins 
erhalten wurden, kam uns die Schwerldéslichkeit der zu suchenden 
Vitaminverbindungen in eiskaltem Alkohol und Oxalester sehr zu- 
statten. Denn bei der wiederholten Behandlung des Osazongemisches 
mit Alkohol und Ester bei 0° léste sich darin ein groBer Teil auf, den wir 


nicht naher untersuchten. Zweifelsohne sind hieraus noch eine Reihe 
interessanter Stoffe in einfacher Weise zu gewinnen. Die erste Reinigung 
fand mit Alkohol statt. Zu diesem Zweck wurde die Gesamtmenge 
der jeweils aus den Urinen erhaltenen Osazone mit kaltem Alkohol 
versetzt und unter haufigem Schiitteln, spater auf einer Schiittel- 
apparatur, fiir einige Stunden im Eisschrank belassen. Dann wurde 
der Niederschlag abgenutscht, mit Alkohol nachgewaschen, erneut 
mit ,Alkohol iibergossen und im Eisschrank geschiittelt, so lange, 
bis das Filtrat nur noch gelblichbraun, wahrend es die ersten Male tief 
dunkelbraun gefarbt war. Dann wurde in gleicher Weise bei 0° mit 
Oxalester extrahiert. Auch hier waren die ersten Filtrate tief dunkel- 
braun gefaérbt und nahmen erst allmahlich eine gelblichbraune Farbung 
an. Durch diese Extraktion wird eine Reihe von ,,Osazonen‘ ent- 
fernt, der Gewichtsverlust betrigt etwa 80%. Der sehr dunkle Riick- 
stand wird nun mit mdéglichst wenig Oxalester iibergossen und bis zum 
gelinden Sieden erhitzt und schnell filtriert. Es ist ratsam, diese heibe 
Extraktion noch zweimal durchzufiihren. In diesen Filtraten kénnen 
sich dann Niederschlage abscheiden, in denen auf Grund der chemischen 
Eigenschaften die Vitamin C-Verbindung, wenn die Ascorbinsaéure im 
Urin iiberhaupt vorhanden war, gefunden werden kann. 

Die chemische Aufarbeitung der unten beschriebenen Urinansatze 
geschah in folgender Weise: 
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Ansatz 1 und 2: Es handelte sich um etwas mehr als 201 eines zucker- 
und eiweiBfreien Mischurins der Klinik. Nach vorheriger Filtration wurde 
in einem Teil der Methylenblau-Ascorbinséurewert vor und nach H,S- 
Reduktion bestimmt. Es wurden 0,307 mg-% vor und 1,1 mg-% Ascorbin- 
saure nach der Schwefelwasserstoffbehandlung titriert. 


Ansatz 1:10 1 des Mischurins wurden mit 1,8 | annihernd 7 %iger 
HCl versetzt. Nach Bestimmung des Jodverbrauchs in einer kleinen 
Probe wurden dem Ansatz 59 ccm einer etwa n/10 Jodlésung hinzugefiigt. 
Danach wurden 20g des 2,4-Dinitrophenylhydrazins, die in 1,21 heiBer, 
etwa 7 %iger HCl gelést wurden, nach vorheriger Filtration hineingegeben. 
Der Ansatz enthielt mithin auf Grund der oben mitgeteilten Titration 30,7 
bzw. 110 mg reduzierende Substanzen, berechnet als Ascorbinséure, und 
zwar vor und nach der Behandlung mit H,S. 


Ansatz 2:10 1 desselben Mischurins wurden mit 100 mg reiner Ascorbin- 
siure versetzt. Nach Auflésung wurden dem Ansatz 40 ccm zur Methylen- 
blautitration entnommen. Die restierenden 9960 ccm wurden mit 1,81 
etwa 7%iger HCl auf Grund der Jodtitration mit 70,5 cem der n/10 Jod- 
lésung und mit 20g des Dinitrophenylhydrazins in 1,21 filtrierter heiBer 
HCl versetzt. Die Methylenblautitration fiihrte hier nicht zu Werten, die 
den Zuwachs an eingewogener Ascorbinsiure quantitativ wiedergeben. 
Es ist offenbar im Urin mit einer schnellen Zerstérung des Vitamins zu 
rechnen, eine Beobachtung, die kiirzlich Gabbe (8) fiir den Urin und be- 
sonders die himolysierten Blutkérperchen feststellte. Wir fanden vor der 
Reduktion einen C-Gehalt von 0,776 mg-% und nach der Reduktion einen 
solehen von 1,55 mg-%. Beriicksichtigen wir die fiir den Urin vor Zusatz 
der Ascorbinséure gefundenen Werte, so ist demnach mit einem etwa 
50 %igen Verlust der Ascorbinsaéure zu rechnen. Nach den Untersuchungen 
von Barron, Guzmann, de Meio und Klemperer (9) ist es sehr wahr- 
scheinlich, daB das Cu des Harns die Autoxydation der Ascorbinséure 
bewirkt. Der Ansatz 2 enthalt also 74,5 bzw. 149 mg reduzierende Sub- 
stanzen, berechnet als Ascorbinsiéure vor bzw. nach der Reduktion mit 
Schwefelwasserstoff. 


Ansatz 3: In diesem Ansatz sollte untersucht werden, wieweit zu- 
gesetztes 2,4-Vitamosazon sich nach unserem Trennungsverfahren wieder- 
finden 1aBt. Zu diesem Zwecke wurde 5,36 g Osazongemisch, das aus einer 
friheren Aufarbeitung von 51 Urin ohne Jodoxydation stammte, mit 
50 mg 2, 4-Vitamosazon vermischt und in der iiblichen Weise aufgearbeitet 
(Niederschlag IIT). 


Ansatz 1 und 2 kamen in den Brutschrank von 39° und blieben 4 Tage 
darin. In dieser Zeit schieden sich bréunliche Niederschlage ab, die nach 
der genannten Zeit abgesaugt und mit 7°%iger HCl gewaschen wurden. 
Nach dem Trocknen im Exsikkator und an der Luft wurden aus Ansatz 1 
12,49 g und aus Ansatz 2 13,92 g der ,,Mischosazone“ erhalten (Nieder- 
schlag I und II). 


Alle drei ,,Osazongemische** wurden nun getrennt extrahiert, und zwar 
wiederholt bei 0° zuerst mit absolutem Alkohol und spiter mit Oxalester. 
Die Extraktionen wurden stets in denselben Flaschen und das Absaugen auf 
derselben Nutsche und Saugflasche ausgefiihrt, damit fiir jeden Ansatz die 
Verluste méglichst gering gestaltet werden konnten. Die Extraktion ist 
sehr langwierig und erstreckt sich iiber Tage. Die letzten Filtrate der 
Oxalesterextraktionen hatten eine gelblich-braunliche Farbe und nach dem 
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Waschen und Trocknen mit Alkohol blieben folgende Mengen der einzelne:: 
Mischosazone zuriick: 
Aus Ansatz 1: 2,98g Ia, vorher 12,49 g 
wi 2: 2,89¢ Ila, cs 13,92 g 
» 93: 0,98 ¢g IIa, is 5,36 + 50mg = 5,41 g. 

Durch die Extraktion sind demnach etwa 80% von 2, 4-Osazonen 
entfernt worden, die sicher nicht das C-Vitamin enthalten. 

Jeder dieser Riickstande wurde nun dreimal mit etwa 10 cem Oxaleste: 
bis zum gelinden Sieden erhitzt. Es hinterblieben tiefschwarz gefirbte, in 
Oxalester unlésliche Riickstinde, wihrend die Filtrate tief dunkelbraun 
gefarbt waren. Nachdem die einzelnen Proben iiber Nacht im Eisschrank 
gestanden hatten, hatten sich darin dunkelbraunliche Niederschlige ab 
gesetzt, die abgesaugt, mit kaltem Oxalester und Alkohol gewaschen und 
getrocknet wurden. 

Ansatz 1: 1830 mg, Niederschlag Ib 
3. ey SOR 3, ss IIb 
» oo: 190 ,, Ls IIIb 

In diesen Substanzmengen kann alto auf Grund der Léslichkeits- 
verhaltnisse die Vitamin C-Verbindung des 2, 4-Dinitrophenylhydrazins ent 
halten sein. Da® es noch andere Substanzen gibt, die ahnliche Eigenschaften 
haben, ist naheliegend und auch bewiesen durch das Aussehen der erhaltenen 
Produkte. Niederschlag Ib hatte eine gelblich-braunliche Farbung, wihrend 
in den anderen beiden Proben ein rétlicher Schimmer zu beobachten war. 
Jede der drei Proben wurde in 10 cem Oxalester bei gelindem Sieden wiede: 
aufgelést und filtriert. Nach dem Abkiihlen schieden sich sofort bei Zimmer 
temperatur in allen drei Lésungen braungefirbte, offenbar kristalline 
Niederschlage Ic bis [IIc ab, die schnell abfiltriert und mit wenig Oxalester 
und Alkohol gewaschen und getrocknet wurden und die offenbar nicht die 
Vitamin C-Verbindung darstellen. Nach einigem Stehen schieden sich wieder 
Kristalle ab, die auch nicht das gesuchte Osazon waren, da sie weder in 
Farbe noch nach dem Aussehen in der Fliissigkeit mit dem reinen 2, 4-Vita- 
mosazon eine Ahnlichkeit aufwiesen. Doch wurden diese Kristalle, die der 
Fliissigkeit besonders beim Schiitteln ein seidiges Aussehen gaben, nicht 
abfiltriert, sondern iiber Nacht in ihrer Mutterlauge im Eisschrank gelassen. 
Am anderen Morgen war das Bild in Ansatz 1 unveraindert. In Ansatz 2 
und 3 waren deutlich die inzwischen auskristallisierten C-Osazonkristalle 
zu erkennen (Id bis IIId). Ansatz 1 wurde filtriert. Der Niederschlag (Id) 
hatte eine olivbraunliche Farbung. 

In Ansatz 2 lieBen sich die ,,seidigen‘‘ Kristalle (IId) nicht von den 
roten trennen, sie wurden gemeinsam abfiltriert. Dagegen konnte man die 
seidigen Kristalle in Ansatz 3 abdekantieren, wenn auch nicht quantitativ. 
Riickstand = IIId. Ausbeuten: 


Ansatz 1: 1. Fraktion Ic 65,2 mg, 2. Fraktion Id 14,8 mg 
ne ee i ee ae IId 101,8 ,, 
ee ae a IIIc 22,6 ,, 2. ss IlId 24,2 ,, 

Die Fraktionen (Ic bis IIc) diirften alle drei identische Osazone 
darstellen, die mit Sicherheit nicht das des C-Vitamins sind. Die Frak- 
tion Id ist auch nicht das gesuchte Osazon der Dehydroascorbinsaure 
Die genannte Farbung und der Schmelzpunkt, der iiber 297° liegt. 
sprechen dagegen. 
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Der Versuch, diese Fraktion durch Polarisation weiter zu charakteri- 
sieren, scheiterte. 9,8 mg werden mit 2,5 ccm Pyridin versetzt. Es erfolgte 
nach langerem Schiitteln eine nahezu vollstandige Lésung. Beim Versetzen 
mit 2,5cem Eisessig trat eine Triibung auf. Das Filtrat hiervon war zur 
Polarisation ungeeignet, da es zu tief dunkelbraunrot gefarbt war. 

Aus dem Filtrat von Id schieden sich auch nach langerem Stehen 
keine weiteren Niederschlage ab, so daB8 wir also annehmen diirfen, 
daB im gewoéhnlichen Mischurin unter den von uns eingehaltenen Be- 
dingungen kein Vitamin C enthalten, bzw. in 10 Litern auf dem von 
uns eingeschlagenen Wege chemisch nicht nachweisbar ist. 

Die Fraktion IId und IIId enthalten zweifellos die Ascorbinsaure- 
verbindung. Der Schmelzpunkt bei IId lag bei 262°, bei IIId bei 241°. 
Beide Fraktionen sind also noch unrein, besonders die von IIId. Es 
wurde eine Umkristallisation versucht. 

Aus IId wurden aus Oxalester 67,6 mg rote Kristalle (Ile) vom Schmelz- 
punkt 271° erhalten, [x], -+ 167°. Bei der ersten Lésung von 10,8 mg in 
5eem Pyridin-Eisessig trat eine Triibung auf, die filtriert wurde. Das 
Filtrat mute aber zur Polarisation auf das Doppelte verdiinnt werden, 
weil die Lésung sonst zu dunkel war. IIId wurde ebenfalls umkristallisiert. 
Es verblieben 14 mg Niederschlag lle. Schmelzpunkt unverandert 241°. 
Auch bei IIle war die Polarisation wegen der Farbung schwierig, weil sehr 
viel des D-Lichtes absorbiert wurde. Die Messung war deshalb ungenau. 


a etwa + 0,30 — 0,07 = + 0,23°. [a], = 23/0,104 = etwa + 221°. 


Die Ausbeuten an Ascorbinséure sind an und fiir sich schlecht. 
Es ist aber wohl bei dem so ungiinstigen Verhaltnis zwischen Vitamin C 
und den vielen osazongebenden Substanzen des Urins und schlieBlich 
angesichts der Tatsache, daB unter diesen Kérpern sich Osazone be- 
finden, die der Vitamin C-Verbindung ahnliche Eigenschaften auf- 
weisen, kein anderes Ergebnis zu erwarten. 

Von den rund 100mg Ascorbinséure, die den 10 Liter Urin in 
Ansatz 2 zugesetzt wurden, hatten, vorausgesetzt, daB kein Verlust 
durch offenbar katalytische-oxydative Verhaltnisse (s. Gabbe) eintritt, 
307 mg als 2,4-Osazon wiedergefunden werden miissen. Wir fanden 
ein Rohprodukt von 102 mg, dessen Menge sich nach dem einmaligen 
Umkristallisieren auf 67,6 mg verringerte. 

Zum Ansatz3 ist folgendes zu sagen: 50mg des 2,4-Dinitro- 
Osazons hatten bei quantitativen Bedingungen auch wieder zum Vor- 
schein kommen miissen. Wir gewannen 24,2 mg eines Rohproduktes, 
das nach dem Umkristallisieren nur noch 14 mg wog. Trotz allem glauben 
wir uns zu dem SchluB berechtigt, ein Vorhandensein von C-Vitamin 
im normalen menschlichen Urin ablehnen zu kénnen. Die Ascorbin- 
séuremengen, die sich durch unsere ausfiihrlich beschriebenen Versuche 
noch gerade wahrscheinlich machen lieBen, miiBten bei etwa 0,3 mg-%, 
liegen. Wir legen hierfiir den Versuch 3 zugrunde. Wir hatten hier dem 
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ascorbinsadurefreien Osazongemisch aus 5 Liter Urin 50mg des 2.4 
Vitamosazons, entsprechend etwa 17mg Ascorbinséure, zugesetz: 
Die zugesetzte Osazonmenge konnte gerade noch als Vitaminverbindun; 
im Trennungsverfahren nachgewiesen werden. Nun sind die 17 my 
Ascorbinsaure als Osazon dem Ansatz 3 hinzugefiigt worden: waren 
sie in reiner Form den 5 Liter Urin beigemengt, so ware wohl dic 
Ascorbinsaureausbeute durch Autoxydation noch schlechter ausgefallen. 
Rechnen wir trotzdem mit 17 mg in 5 Litern, so entspricht dies 0,34 my 
in 100cem. Aus dem Ansatz 2 folgt, daB ein Urin mit einem Gehalt 
von | mg-% zugesetzter Ascorbinsaure noch gut chemisch zu analysieren 
ist. Wir méchten uns dahin aussprechen, daB das Vitamin C, wenn es 
iiberhaupt im normalen menschlichen Urin unveraindert vorhanden 
sein sollte, in einer Menge unter etwa 0,3 mg-°% vorliegen diirfte. 
Analoge Resultate wurden auch in friiheren Versuchen erhalten. So 
wurden in ganz gleicher Weise je 8,51 eines Mischurins der inneren Klinik 


mit und ohne Ascorbinséiurezusatz chemisch aufgearbeitet. Nur blieben die 
Ansitze 2 Tage im Brutschrank von 39°. 

Urin ,,ohne“: 8,51 +- 1,517% HCl + 50 ccm Jodlésung + 17 g 2, 4-Di- 
nitrophenylhydrazin in 11 HCl. Methylenblautitration: 0,396 mg-% vor und 
0,952 mg-% nach Reduktion mit Schwefelwasserstoff berechnet als Ascorbin- 
saure. 

Urinansatz ,,mit‘*: Véllig analoger Ansatz mit demselben Urin, nur 
wurden noch 75mg Ascorbinséure gleich nach dem Ansaéuern mit H(| 
hinzugefiigt. Eine Titration mit Methylenblau wurde nach dem Ascorbin- 
siurezusatz nicht ausgefiihrt. 

Die erhaltenen Niederschlige wogen (Spur feucht): 

, ohne‘ 13,4 g nach dem Extraktionsverfahren 2,80 g 

»mit 13,45¢ ,, re mre 3,0 g 

Nach der Extraktion mit hei8em Oxalester wurden wieder tiefdunkel- 
braun gefarbte Filtrate erhalten. Der Riickstand bei ,,ohne‘‘ betrug danach 
2,55 g, der von ,,mit‘‘ 2,6 g. 

Aus dem Filtrat von ,,ohne‘‘ schieden sich nach langerem Stehen im 
Eisschrank an den Reibstellen gerade erkennbare rétliche Niederschlage 
ab, die jedoch wegen ihrer geringen Menge nicht mehr abgetrennt werden 
konnten. 

Dagegen wurden aus den Filtraten von ,,mit‘‘ 80mg _ rotgefarbter 
Kristalle erhalten, die auf der Zentrifuge umkristallisiert wurden. Ausbeute 
40 mg. Der Schmelzpunkt lag bei 271°, die Drehung wurde zu [«],, = + 167° 
ermittelt. (6 mg wurden in 5 ccm Pyridin-Eisessig gelést.) 

Nach langerem Stehen sank der [«],-Wert auf + 100°. 


Wir haben dann noch einen Hund mit 400mg Ascorbinsaure 
per os belastet. Der Urin wurde in einer braunen Flasche bis zu 24 Stunden 
aufgefangen. Fiir die chemische Aufarbeitung wurden 850 ccm des 
filtrierten Urins benutzt. Die Methylenblautitration ergab folgende 
Werte: 23 mg-% vor und 25,9 mg-% nach der Reduktion mit Schwefel- 
wasserstoff, berechnet als Ascorbinsaure. 
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Das erhaltene braungefairbte Osazongemisch wog 1,3 g, nach der 
Kaltextraktion verblieben 0,8 g, die einen rétlichen Schimmer hatten. 
Aus diesen lieB sich durch die hei®e Extraktion ein Rohprodukt mit 
einem Gewicht von 0,13 g erhalten. Nach der Umkristallisation re- 
sultierten Kristalle, die denen der reinen Vitamin C-Verbindung weit- 
vehend ahnelten. Schmelzpunkt 275°, das [x], lag bei + 185° und fiel 
ebenfalls im Laufe einiger Tage auf + 100° ab. 

Wir kénnen also auch aus diesen Versuchen schlieBen, daB aus dem 
gewohnlichen Urin kein Vitamin C zu isolieren ist, wird es dagegen dem 
Urin hinzugefiigt, oder gelangt es nach einer gréBeren oralen Belastung 
per vias naturales in den Urin, so ist es sicher nachzuweisen. 


Zusammenfassung. 

Durch Fallung des Harns mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin in salz- 
saurer Lésung wird eine groBe Menge von Osazonen ausgefallt, unter 
denen sich auch das Osazon der Ascorbinsiure befinden muB. Die 
Trennung von den iibrigen Osazonen des Harns erfolgt in der Kalte 
mit Alkohol und Oxalsaureaithylester, worin das Vitaminosazon un- 
léslich ist. Der Riickstand wird aus Oxalester umkristallisiert. Aus 
eiweiB- und zuckerfreiem Harn la8t sich kein Vitaminosazon isolieren, 
wohl aber, wenn auf 10 Liter Harn 100 mg Ascorbinsiure zugesetzt 
werden. Aus den Versuchen ist zu schlieBen, daB der normale Harn 


weniger als 0,3 mg-°% Ascorbinséure enthalt. Bei Belastungsversuchen 
ist das Vitamin im Harn nachzuweisen. Uber die chemischen und 
optischen Eigenschaften des 2,4-Dinitrophenylhydrazons der Ascorbin- 
siure werden einige Befunde mitgeteilt. Insbesondere wurde eine 
starke Mutarotation beobachtet. 
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Die y-Strahlenempfindlichkeit des EiweiGes in ihrer Beziehung 
zur elektiven y-Strahlenempfindlichkeit einzelner 
EiweiSbausteine’. 


Von Herbert Hirscher. 


(Aus den Seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an de: 
Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 25, August 1936.) 

Im Verfolg der Arbeiten des hiesigen Laboratoriums, die zum Ziele 
haben, den EinfluB einzelner EiweiBe oder EiweiBmischungen, wie sie in den 
natiirlichen Nahrungsmitteln vorhanden sind, auf den Betriebsstoffwechse! 
festzustellen, konnte Bickel (1) in der Sitzung der Berliner Medizinischen 
Gesellschaft am 19. Juni 1935 erstmalig berichten, daB es ihm gelungen wire, 
Casein durch Bestrahlung mit Mesothorium derart zu verdndern, daB es sich 
nach der oralen Zufuhr in seiner biologischen Wirkung im K6rper wesentlich 
anders verhielt als das unbestrahlte Casein, ohne da8 anzunehmen wire, 
daB das Casein seinen Charakter als natives Eiweif durch die Bestrahlung 
geindert hatte. 

Olbrich (2) fiihrte dann den Nachweis, da der Grad der strahlen- 
bedingten Umwertung des Caseins von der Strahlenintensitét abhangt. 
Bassenge (3) beobachtete, daB ein in der gleichen Weise bestrahltes Pflanzen- 


eiweiBgemisch, das Weizenklebereiwei8, ahnliche Wirkungen im Betriebsstoff- 
wechsel hervorrief wie das bestrahlte Casein. Trotz etwas starkerer Be- 
strahlung war aber die Wirkung nicht ganz so stark wie beim Casein. 


Es war nun wiinschenswert zu erforschen, wie sich ein ebenso 
bestrahltes, chemisch einheitliches reines PflanzeneiweiB, wie es von der 
Natur im Edestin geboten wird, unter gleichen Versuchsbedingungen 
im Kérper verhalten wiirde. Ich habe daher die Priifung des Hdestins 
hinsichtlich seines Einflusses auf den Betriebsstoffwechsel vorgenommen, 
und zwar habe ich in einer ersten Versuchsreihe die Wirkung N-aqui- 
molekularer Mengen von Edestin und Casein, wenn sie im Rahmen der 
gemischten Nahrung das gesamte NahrungseiweiB darstellen, fest- 
gestellt, weil hieriiber noch nichts bekannt war; in einer zweiten Versuchs- 
reihe habe ich dann ermittelt, wie unter gleichen Versuchsbedingungen 
sich ein vorher mit y-Strahlen des Mesothoriums bestrahltes Edestin im 
Vergleich zu dem nichtbestrahlten Edestin (,,Normaledestin‘) auswirkt. 

Wenn auch das Edestin in der menschlichen Ernahrung keine Rolle 
spielt, so ist es doch der chemisch genau bekannte Reprasentant eines 
vegetabilischen EiweiBes. Es kommt ebensowohl in Hanfsamen wie in 
Baumwollsamen vor. Es ist bekanntlich ein in Séure léslicher Eiwei8k6rper. 
Ich benutzte zu meinen Versuchen Edestin aus Hanfsamen von der Firma 
Dr. Theodor Schuchart, Chemische Fabrik, Gérlitz. 


' Auszug aus einer Dissertation der Medizinischen Fakultaét der Unive 
sitat Berlin. 
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Erste Versuchsreihe. 


In dem ersten Versuch wurde die Wirkung des ,,Normaledestins‘* mit 
derjenigen des Caseins verglichen, weil in allen diesbeziiglichen Versuchen im 
hiesigen Laboratorium die Caseinwirkung als MaSstab genommen wurde. 
Die Untersuchungsmethode, der ich mich zu meinen Versuchen bedient 
habe, ist dieselbe, die Bickel (1), Olbrich (2) und Bassenge (3) bei ihren oben 
angefiihrten Arbeiten angewendet haben. 

Zehn weibe mannliche Ratten von etwa 180 g Kérpergewicht wurden 
in einem Sammelkafig gehalten, mit kalorisch geniigendem und in jeder 
Hinsicht vollstandigem Futter gefiittert; in der ersten Versuchsperiode 
war das gesamte NahrungseiweiB Casein, in der zweiten Versuchsperiode in 
N-aiquimolekularer Menge Edestin (Versuch 1). 

Das Futter wurde den zehn Ratten taglich gereicht und bestand aus: 


Futtertabelle zum Versuch l. 
Pir Coen de eh ee Bras . = 0,1214 gN 
lg Edestin, normal .........=90,14638¢g N 
PR ONERO So 6 as ee te we oe oe oe OO ee 


Erste Versuchsperiode. Zweite Versuchsperiode. 
Cee Sn Sa ae 1 Ee Edestin, normal. . . . 8,30¢ 
Lebertran .... . . 20,00cem Lebertran .... . . 20,00cem 
Zucker. ....... 40,00¢ eaeker cs we i SRS 
PARE Ge ke | ptarme . wk se we Le SCR 
Salzgemisch. . . . . . 100g Salzgemisch. .... . 1,00 ¢ 
Apfelsinensaft. . . . . 10,00cem  Apfelsinensaft. . . . . 10,00cem 
Wasser. ..... . . 600,00 ,, Wasser. ..... . . 600,00 ,, 


Jede Versuchsperiode dauerte 7 Tage 

Das in jeder Versuchsperiode verabreichte Futter wurde von den Tieren 
taglich quantitativ verzehrt. 

Der EiweiBgehalt in der Trockensubstanz betrug in den beiden Versuchs- 
perioden des Versuchs 1 je etwa 9,0%. Der Kaloriengehalt pro Tier und Tag 
betrug etwa 54,6 Kalorien. 

Von den tiaglich aufgefangenen 24-Stundenharnen wurden in jeder 
Versuchsperiode die Harne der letzten 5 Tage analysiert und fiir diese Zeit 
auch die N-Bilanz und die Lage der Harnquotienten C/N und Vakat-O/N 
bestimmt. Die Analyse des Kotes erfolgte periodenweise an der in jeder 
Periode an den letzten 5 Tagen gesammelten Menge. 

Der Stickstoff wurde nach der Halbmikromethode von Kjeldahl, der 
Kohlenstoff nach der von Osuka (4) verbesserten Methode von Niclousx 
ermittelt. Die Bestimmung des Vakat-O, d. h. der Menge Sauerstoff, die zur 
vélligen Oxydation der im Harn ausgeschiedenen Substanzen erforderlich 
ist, erfolgte nach der Mikromethode von Miiller-Kanitz (9). 


Ergebnis. 


Das Ergebnis des Versuches 1, bei dem N-aquimolekulare Eiweib- 
mengen verglichen wurden, war, daB die Harnquotientenlage bei der 
Edestinnahrung sowohl bei C/N wie bei Vakat-O/N eine Spur tiefer 
als bei der Caseinnahrung lag, im Gegensatz zu den meisten vegetabili- 
schen EiweiBen, die eine im Vergleich zu der vom Casein pradestinierten 
Lage héhere Harnquotientenlage. bedingen. In den Edestinperioden war 
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die Trockenkotmenge etwas gréBer als in den Caseinperioden, «i 
Kot-N in den Edestinperioden ein klein wenig héher als in den Casein 
perioden, aber die N-Bilanz war in der Casein- und Edestinperiod: 
praktisch in diesen kurzfristigen Versuchsperioden gleich. Das Kérpe: 
gewicht zeigte keinen nennenswerten Unterschied in beiden Perioden. 


Bei diesen Versuchen handelte es sich immer um kurzfristige Fiitterungs 
versuche von je einer Woche Dauer, d. h. es wurde eine Woche Edestin ode: 
Casein gefiittert. Nach den Versuchen von Osborne und Mendel, McCollum 
und Simmonds, Réhmann und Hofmeister, deren Resultate bei Oppenheimer (6) 
tabellarisch zusammengestellt sind, gehért das Edestin zu den vegetabilischen 

tiweiBen, deren Einflu8 auf das Kérperwachstum leidlich gut ist. Im gleichen 
Sinne sprechen meine Beobachtungen iiber die Gestaltung der N-Bilanz bei 
der Edestinfiitterung, in der ja auch der Baustoffwechsel vor allem zum 
Ausdruck kommt. 
Zweite Versuchsreihe. 
Experimenteller Teil. 


In meinem zweiten Versuch habe ich den Einflu8 der Bestrahlung des 
Edestins auf dessen Wirkung im Betriebsstoffwechsel nach MaBgabe der 
Beeinflussung der Harnquotienten C/N und Vakat-O/N untersucht. 

Es waren 2kg Edestin 125000 Milligrammstunden mit Mesothorium 
bestrahlt worden, wobei 1 Milligrammstunde der Strahlung von 1 mg 
Mesothorium wahrend 1 Stunde entspricht. 

Die Bestrahlungen wurden durch Herrn Dr. Wolf in dem radiologischen 
Laboratorium der Degea-Aktiengesellschaft (Auergesellschaft) vorgenommen. 
Ich bin der Auergesellschaft, besonders Herrn Dr. Wolf, zu groBem Dank fiir 
diese Unterstiitzung meiner Arbeit verpflichtet. 

Die Versuchsanordnung war derart, daB bei zehn weifen mannlichen 
Ratten von etwa 180 g Kérpergewicht in der ersten, zweiten und sechsten 
Versuchsperiode Normaledestin und in der dritten, vierten und fiinften 
Versuchsperiode bestrahltes Edestin in N-aiquimolekularer Menge im Rahmen 
der im iibrigen gleichen gemischten Nahrung verfiittert wurden. Die iibrige 
Versuchsmethodik entsprach genau derjenigen, die ich in meiner ersten 
Versuchsreihe angewendet hatte. 

Futtertabelle zum Versuch 2. 
1g Edestin, normal Ol were + Se eee N 
1g Edestin, bestrahlt ....... .=0,1438g N 
Mig GRE NO noi oeio Soe sie, oo sa ODES oN 


Erste Versuchsperiode. 

. 15,0¢g 
15,0 cem 
25,02 
60,0 
2,0¢g 
10,0 cem 

- 600,0 ,, 


Edestin, normal 
Lebertran . 
Zucker 

Starke. 
Salzgemisch . 
Apfelsinensaft 
Wasser 


Zweite Versuchsperiode. 
Futter der ersten Versuchsperiode. 
Fiinfte Versuchsperiode. 
Futter der vierten Versuchsperiode. 


Dritte Versuchsperiode. 
Edestin, bestrahlt 15,0¢g 
Lebertran . 15,0 ecm 
Zucker 25,0 g 
Starke. 60,0 g 
Salzgemisch . 2,0¢g 
Apfelsinensaft 10,0 cem 
Wasser . 600,0 

Vierte Versuchsperiode. 
Futter der dritten Versuchsperiode. 


Sechste Versuchsperiode. 
Futter der ersten Versuchsperiode. 
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Der EiweiBgehalt in der Trockensubstanz betrug in allen Versuchs- 
erioden etwa 12,8%, der Kaloriengehalt etwa 53,0 Kalorien pro Tier und 
lag. 

Ergebnis. 

Vor allem muB darauf hingewiesen werden, dab die Harnquotienten 
in den Perioden mit Normaledestin fast identisch sind. Damit wird 
die absolute Zuverlassigkeit unserer ganzen Untersuchungsmethode 
erneut unter Beweis gestellt. In den drei Perioden mit bestrahltem 
Edestin stellt sich eine Senkung des Quotienten C/N ein, die zwar nicht 
sehr erheblich, aber doch deutlich ist. Auch bei prolongierter Fiitterung 
hat die Senkung in den spiteren Perioden keinen fortschreitenden 
Charakter, sondern sie bleibt mit einer geringen, voriibergehenden 
Schwankung nach unten auf dem Grade, den sie in der ersten Periode 
der Verfiitterung des bestrahlten Edestins erreicht hat. Im Gegensatz 
zu dem Quotienten C/N zeigt der Quotient Vakat-O/N kaum mehr als 
die Andeutung einer Neigung zur Senkung. Praktisch bleibt er un- 
verandert, und es liegen die Schwankungen bei ihm durchaus innerhalb 
der physiologischen Breite. Wahrend der Verfiitterung des bestrahlten 
Edestins nimmt das Kérpergewicht, das vorher ganz konstant war, 
langsam ab. Die absoluten C-Mengen im Harn nehmen bei langerer 
Fiitterung ein wenig ab. An den absoluten Mengen fiir den Vakat-O ist 
ebensowenig wie an den absoluten Mengen fiir den Stickstoff etwas 
Besonderes wahrend der Fiitterung mit dem bestrahlten Edestin wahr- 
zunehmen. Im Verlauf des Versuchs sinkt auch die Trockenkotmenge 
etwas. Dasselbe gilt auch fiir den Kotstickstoff. Die N-Bilanz liegt in 
allen Perioden bei + 0,1 pro Tier und Tag. 


Alles in allem ist die Wirkung der Bestrahlung des Edestins mit 
den y-Strahlen des Mesothoriums von geringfiigigem AusmaB. Das 
fillt um so schwerer ins Gewicht, als die Bestrahlung des Edestins 
125000 Milligramm -Stunden betrug. Wenn nun trotzdem die Wir- 
kung meines bestrahlten Edestins geringer war als die Wirkung 
des von Bassenge (3) untersuchten und etwa gleichstark bestrahlten 
Weizenkleb2reiweiBes, und dieses schon eine deutlich geringere Wirkung 
im Vergleich zu den von Bickel (1) und spater von Olbrich bei ihren Ver- 
suchen verwendeten wesentlich kiirzer bestrahlten Caseinen! zeigte, mu 
wohl der Unterschied in der Wirkung der Bestrahlung in dem unterschied- 
lichen molekularen Aufbau der drei Eiweife Edestin, Klebereiweip (Gliadin, 
flutenin) und Casein gesucht werden. Aus den fiir das Casein, das 
Edestin und das Gliadin von Landois (7) und fiir das Gliadin und das 
Glutenin von Osborne (8) zusammengestellten Tabellen der Hydrolyse- 


1 Die Versuche von Bickel und Olbrich wurden mit Caseinen vor- 


genommen, die zu verschiedenen Zeiten der Bestrahlung unterworfen 
worden waren. 
Biochemische Zeitschrift Band 288. 
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produkte gehen die Unterschiede im molekularen Aufbau deutlic 
hervor. 

Dasjenige EiweiB, das die starkste Veranderung durch die Bx 
strahlung erfahrt, muB diejenigen Aminoséuren in gréBter Menge |x 
sitzen, die durch die Bestrahlung hauptsachlich verandert werde: 
Wenn wir unter diesem Gesichtspunkt vergleichend die Analysen fii: 
Casein, WeizenklebereiweiB und Edestin ansehen, dann fallt besonders 
der Unterschied im Gehalt an Lysin, Tyrosin, Tryptophan und vielleicht 
auch Prolin auf, die alle im Caseinmolekiil reichlich vertreten sind, im 
WeizenklebereiweiB zum Teil in geringer Menge und im Edestin nur in 
sehr geringer Menge vorhanden sind. 

Bassenge (3) kommt auch zu dem SchluB, daB der im Tierversuc} 
nachweishare Effekt der Bestrahlung an der Harnquotientenlage bei 
unterschiedlichen EiweiBarten nicht nur abhangt von der Dauer und 
Intensitat der Bestrahlung, sondern auch von dem Gehalt der Eiweil} 
molekiile an denjenigen Aminoséuren, durch deren strahlenbedingte 
Umlagerung die Anderung in der biologischen Wirkung zustande kommt. 
Die nachste Aufgabe wiirde also sein, einzelne Aminosauren, und zwai 
vor allem Lysin, Tyrosin, Tryptophan und Prolin, zu bestrahlen und auf 
ihre Stoffwechselwirkung zu untersuchen, wie auch durch Parallel- 
versuche unter identischen Versuchsbedingungen mit gleichstarker 
Bestrahlung gleicher Mengen von Casein und Edestin die Ergebnisse 
meiner Arbeit weiter zu sichern. 


Analysentabelle. 





Kér- | Trocken- Vakat x 

perge- kot- <ot-N arn-N Harn-C Vakat-O C/N aT wae 

wicht| menge Kot-N | Harn-N Harn-C Vakat Cc ON | Bilanz 
x x g g g g x 


Versuch 1. 10,98 g Casein verglichen mit 8,30 g Normaledestin. 
1 = Casein 182 0,205 0,0101 |0,0492 0,0606 0,0890 1,231) 1,808 +0,077 
2 = Edestin 179 0,261 0,0121 |0,0437 0,0476 0,0674 1,090 1,543 +0,069 


Versuch 2. 15g bestrahltes Edestin verglichen mit 15 g Edestin (Normaledestin). 
1 | Normal- | | 

edestin 181 0,440 0,0282 0,1035 | 0,1156 0,1699 1,117 1,641 | +0,095 

Dasselbe 182 0,425 0,0242 0,0878|0,0942 0,1370|1,073 1,561 |+0,112 
Edestin, 

bestrahlt 179 0,452 0,0267 0,1048 | 0,0984' 0,1480 0,938 1,411 +0,0s9 

Dasselbe 176 0,356 | 0,0180/0,0893) 0,0786 0,1146 |0,879 1,282 |+0,115 

175 0,355 = -0,0194 0,0859 0,0804 0,1301 0,936 1,513 | +0115 


” 
Normal- 
edestin 171 0,251 0,0160 0,0962 0.1111 0,1494 1,154 1,552 |+0,112 


Die Quotienten C/N, Vakat-O/N wurden berechnet durch Division de: 
Periodendurchschnittswerte fiir N, C und Vakat-O. Jede Periode dauert: 
7 Tage, an den letzten 5 Tagen jeder Periode wurde analysiert. Alle Zahlen 
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beziehen sich auf zehn miannliche weiBbe Ratten als Versuchstiere. Die 
Versuchstiere des Versuchs | und 2 waren nicht dieselben Tiere. 

Alle Werte sind Mittelwerte, auf ein Tier und | Tag in jeder Periode 
berechnet. 

Zusammenfassung. 

1. Wenn Edestin das gesamte NahrungseiweiB im Rahmen einer 
hestimmt zusammengesetzten Nahrung darstellte, war unter unseren 
Versuchsbedingungen die Lage der Harnquotienten C/N und Vakat-O,N 
annahernd dieselbe oder eine etwas tiefere als diejenige Lage, die unter 
sonst gleichen Versuchsbedingungen bei N-aquimolekularem Ersatz des 
Edestins durch Casein auftrat. 

2. Intensive Bestrahlung des Edestins mit den y-Strahlen des 
Mesothoriums ruft im Gegensatz zu entsprechend angeordneten Ver- 


suchen mit Casein nur eine geringe Anderung der Harnquotientenlage 


im Sinne einer Senkung hervor bei Vergleichsversuchen, in denen 
entweder das unbestrahlte oder das bestrahlte Edestin das gesamte 
NahrungseiweifB im Rahmen der gleichen gemischten Nahrung darstellt. 

3. Aus dem unterschiedlichen Verhalten chemisch verschieden zu- 
sammengesetzter EiweiBe gegeniiber annahernd der gleichen Bestrahlung 
geht mit Wahrscheinlichkeit hervor, daB die Verinderung des biologischen 
Charakters des EiweiBes durch die Bestrahlung mit der Umlagerung 
einzelner Aminosdiuren durch die Bestrahlung zusammenhangt, dab 
also nicht alle Aminosiuren den y-Strahlen gegeniiber gleich empfind- 
lich sind. 

Literatur. 
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Die Bedeutung der Atmungsvorginge fiir die Resorptions- 
leistung und Potentialbildung bei der Froschhaut. 


Von 
Ernst Huf. 
(Aus dem Institut fiir animalische Physiologie der Universitat 
Frankfurt a. M. und dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm- 
Institut fiir medizinische Forschung Heidelberg.) 


(Eingegangen am 26, August 1936.) 


Beim Studium der Stoffbewegung durch lebende und iiberlebende 
tierische und pflanzliche Membranen st6$8t man immer wieder auf die 
Tatsache, daB gewisse Molekiilarten durch Krafte getrieben werden, 
die in der Membran selbst entstehen und die mit Stoffwechselvorgangen 
in der Membran unlésbar verkettet sind. Bei allen Organen, die im 
Dienste der Resorption oder Sekretion stehen, lassen sich Beispicle 
hierfiir finden. So transportiert die Froschhaut ,,aktiv’‘ Wasser und 
Salz (Cl’) in der Richtung Epithel — Serosa [Reid (10), Huf (4) bis (6)]. 
Grenzt die Froschhaut beiderseits an isotonische Ringerlésungen, so 
erzeugt und erhalt sie ein Konzentrationsgefalle, das in der Richtung 
Serosa - Epithel liegt. Zu dieser Konzentrationsleistung ist die Haut 
nicht mehr oder nur noch in geringem MaBe faihig, wenn die Salzlésungen 
mit !/1999 Mol Cyanid vergiftet sind. Verwendet man Haute von mono- 
bromessigséurevergifteten Tieren, so liBt sich auch zeigen, daB Zusatz 
von Milchsaure oder Brenztraubensaure zu den Salzlésungen die Kon- 
zentrationsleistung steigert. Diese Zusitze sind jedoch ohne nachweis- 
bare Wirkung bei Hauten von normalen, d. h. nicht vergifteten Fréschen. 
Glucose ist nach den bisherigen Versuchen weder bei der normalen noch 
bei der bromessigséurevergifteten Haut von irgendeiner direkten Be- 
deutung fiir die Resorptionsleistung, und Hexosediphosphat hemmt in 
jedem Falle die Leistung ausgesprochen, wenigstens unter den einmal 
gewahlten Bedingungen. 

Hemmung und Férderung der Resorptionsleistung sind von ent- 
sprechenden Anderungen des Froschhautpotentials begleitet. Cyanid 
driickt die Potentialbildung herab [Lund (8), Francis (2), Leuthardt und 
Zeller (7), Huf (3)], Lactat steigert sie [Hwf (3)]. 

All dies weist darauf hin, da8 hier anscheinend Konzentrations- 
arbeit und elektrische Energie aus der freien chemischen Energie der 
Milchséure- oder Brenztraubenséureverbrennung entsteht, und es 
entstand nun die Aufgabe, die chemischen Vorgange in der Froschhaut 
naher zu erforschen. Von den zahlreichen hier in Angriff zu nehmenden 
Fragen schien mir aber die Beantwortung der folgenden am dringlichsten : 
1. Hemmt Cyanid in m/1000 Lésung die Atmung der Froschhaut ’ 
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2. Wirken Milchséure und Brenztraubensiure zwar bei der bromessig- 
saurevergifteten, nicht aber bei der normalen Haut atmungssteigernd ? 
3. Welchen EinfluB hat Glucose auf die Atmung der Froschhaut?! ? 


Methodik. 


Der Versuchsplan zur Beantwortung der gestellten Fragen war der, von 
zwei kérpersymmetrischen Hautstiicken ein und desselben Tieres das eine 
gewohnlicher Ringerlésung, das andere Ringerlésung mit einem Zusatz von 
Cyanid, Lactat usw. auszusetzen und den Sauerstoffverbrauch zu kon- 
trollieren. Die Atmung der Froschhaut wurde manometrisch nach Warburg 
bei 20° gemessen. Die AtmungsgefaBe enthielten 0,5 cem Ringerlésung von 
der Zusammensetzung 0,6 % NaCl, 0,029 %, CaCl, 0,005 % KCl (,,Sommer‘- 
Ringer) und im Einsatz 0,1 cem m/1 Natronlauge fiir die Kohlenséure- 
absorption. Die angewandte Hautmenge betrug 0,2 bis 0,25 g; das genaue 
Gewicht wurde auf der Torsionswaage ermittelt. Das Hautstiick wurde so 
in das AtmungsgefaB eingelegt, daB die Serosa dem freien Gasraum zu- 
gewandt war. Eine Ubereinanderschichtung von Flachenstiicken wurde 
gegebenenfalls durch Faltung der Haut verhindert. Der Sauerstoffverbrauch 
wurde iiber eine Zeit von 2 Stunden verfolgt. Von einem Frosch wurden 
meist mehrere Hautstiicke abprapariert. Auf Entfernung gréferer Binde- 
gewebsanteile wurde besonders geachtet. Zur Verwendung kam: Bauchhaut, 
Riickenhaut und Schenkelhaut von Rana esculenta. Nach Ausschneiden 
und Abspiilen der Haut in Ringerlésung wurde das Blut mit aller Vorsicht 
mittels eines Filtrierpapierstreifens aus den GefaiSen ausgedriickt und auf- 
gesaugt. Alle Einzelmessungen mit Hautstiicken von ein und demselben 
Tier werden in den Tabellen als ein Versuch angefiihrt. Fiir die Berechnung 
des Sauerstoffverbrauchs wurde das spezifische Gewicht der Froschhaut 
mit 1,1 angesetzt. «9, (20°) = 0,031; opatt (20°) = 0,019. Weiteres iiber 
die Methodik wird bei der Schilderung der Versuche erwahnt. 


1. Vorversuche. 

Unterliegen zwei kérpersymmetrische Hautstiicke von ein und 
demselben Frosch gleichen Bedingungen, so kommen Abweichungen im 
Sauerstoffverbrauch bis etwa 20°, vor, jedoch sind die Differenzen 
meist geringer (sechs Versuche). In reinem Sauerstoff ist der Sauerstoff- 
verbrauch nicht gréBer als in Luft (drei Versuche). Dies bestatigt die 
Angabe von Adolph (1), daB der Sauerstoffdruck nur von geringem 
EKinfluB auf den Sauerstoffverbrauch der Froschhaut ist. 


Im Durchschnitt verbraucht 1g Froschhaut bei 20° pro Stunde 
etwa 60cmm Sauerstoff (als Mittelwert aus 14 Messungen laBt sich 
62,6 cmm errechnen). Dieser Wert stimmt mit dem von Meyerhof 
und Meier (9) gut iiberein. Bei Hautstiicken von verschiedenen Tieren 
kommen jedoch betrachtliche Abweichungen von diesem Durchschnitts- 


! Die Versuche sind noch gering an Zahl, jedoch lassen sich auch 
jetzt schon eindeutige Antworten auf die gestellten Fragen geben. 
Nur weil eine systematische Bearbeitung des Stoffwechsels der Froschhaut 
auf langere und unbestimmte Zeit zuriickgestellt werden mu, werden die 
wenigen Resultate jetzt schon mitgeteilt. 
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wert vor. Der niedrigste Wert von den 14 Messungen ist 27,7, di 

héchste 99,5emm. Auch die Hautstiicke von verschiedenen Gegende 
ein und desselben Frosches scheinen nicht immer den gleichen Sauerstof! 
verbrauch zu haben. Adolph (1) gibt einen durchschnittlichen Sauerstof! 
verbrauch von 130 cmm/g und Stunde bei 20° an, ein Wert, der hier nic 


gefunden wurde. Da Adolph mit Haiuten von R. pipiens gearbeitet hat 


so besteht die Méglichkeit, die Abweichung der Durchschnittswerte mit 
Artunterschieden der verwendeten Tiere in Zusammenhang zu bringen. 
Als Stiitze fiir diese Auffassung spricht die Tatsache, daB auch Muske! 
und Nervengewebe von R&. pipiens einen héheren Sauerstoffverbrauc! 
aufweisen als von’ R. esculenta!, 

Zerschnittene oder mit einer Nadel gestichelte Haut zeigt meist 
einen stark erhéhten Sauerstoffverbrauch (sechs Versuche). Besonders 
deutlich ist dies bei der Bauchhaut, bei der der Sauerstoffverbrauch in 
einem Falle auf 348 °, anstieg, verglichen mit dem entsprechenden nicht 
verletzten Hautstiick. Soll also ein ,,Reizstoffwechsel* méglichst 
niedrig gehalten werden, so ist gréBte Schonung der Haut bei dei 
Praparation erforderlich. 


2. Cyanidversuche. 


Die Frage, ob und in welcher Konzentration Cyanid die Atmung 
der Froschhaut hemmt, wurde schon von Adolph (1) bearbeitet. ki 
fand eine hemmende Wirkung bei Anwendung von Cyanid in m_ 100. 
kaum aber in m/1000 oder m/2000 Lésung. Um iiber die atmungs 
hemmende Wirkung von Cyanid in diesen Konzentrationen selbst ein 
Urteil zu bekommen, wurde folgendermaBen verfahren: 


Auf Anraten von Herrn Prof. Meyerhof wurde als Absorptionsfliissigkeit 
fiir die bei der Atmung gebildete Kohlenséiure bei den Cyanidversuchen 
statt reiner m/1] Natronlauge ein Gemisch von gleichen Teilen 2 mol. NaOH 
und ‘m/l KCN benutzt. Hierdurch sollte die Méglichkeit ausgeschaltet 
werden, daB cyanidfreie Natronlauge aus der Ringer-Cyanidlésung, die da- 
Hautstiick bespiilt, die Blausiiure wihrend des Atmungsversuchs absorbiert 

Die Wirkung von Cyanid in m/1000 Lésung wurde so gepriift, dat 
das ausgeschnittene Hautstiick vor der Messung seines Sauerstoffverbrauch- 
I Stunde lang in 50 cem Ringerlésung, der 0,001 Mol KCN zugesetzt war, 
eingelegt und gelegentlich darin geschwenkt wurde. Nach einer halben 
Stunde fand Erneuerung der Fliissigkeit statt. In gleicher Weise wurde di 
Kontrollhaut behandelt, nur kam hier cyanidfreie Lésung zur Anwendung. 
Nur bei diesem Vorgehen war man sicher, daB die HKndkonzentration von 
Cyanid im AtmungsgefaB wirklich 0,001 Mole/Liter betrug. Ubrigens ent 
spricht diese Bedingung auch der, die bei den Resorptions- und Potential! 
versuchen eingehalten wurde. Bei ersteren hingen z. B. vier Hautsack« 
in 1000 cem Ringerlésung, die 0,001 Mol Cyanid enthielt. 


Auf diese Weise laiBt sich die atmungshemmende Wirkung von 
Cyanid auch in m/1000 Lésung deutlich nachweisen (Tabelle I, Ver- 


' Nach Mitteilung von Herrn Prof. Meyerhof. 
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such 31). Bei Anwendung von m/2000 Lésung ist der hemmende EinfluB 
auch dann deutlich, wenn die Haut sofort nach dem Ausschneiden ver- 
wendet wird (Tabelle I, Versuche 13 bis 15). Die Bauchhaut ist cvanidun- 
empfindlicher als die Riickenhaut. Schenkelhaut verhalt sich etwa wie 
Riickenhaut. Das negative Ergebnis von Adolph erkliart sich vielleicht 
vanz oder gréBtenteils aus einer von der hier angewandten abweichenden 


Cechnik. 


Tabelle I. Cyanidversuche. Atmung in Sauerstoff. 





4 5 


ce Og-Verbrauch in emm 
7 ’ - . 
Poo pro g und Std. bei 20° 
in ) Fe . 
Nr. in Mol ohne Cyanid mit Cyanid 


Abweichung 
von 5 gegen 4 
in %9 


Versuch 


Bauchhaut 59, 42.7 — 28,5 

{ Riickenhaut 34,2 — 45,5 
| Oberschenkelhaut ) 41.5 — 38,6 
Unterschenkelhaut 2, 38,4 — 46,7 


Bauchhaut ! 46,7 — 47.6 
Riickenhaut ) 26.9 — 59,5 
Bauchhaut : 45,4 — 44.6 
Rickenhaut 70,2 9.6 — 87,0 
Bauchhaut 55,4 41,7 — 248 
Riickenhaut 66,1 26,4 — 60,0 


0,001 


Cyanid in m/1000 und m 2000 Lésung hemmt die Atmung der 
Froschhaut niemals véllig. Nur einmal (Versuch 14) betrug die Hem- 
mung 87°%. Demgegeniiber erwiesen sich Resorptionsleistung und 
Potentialbildung als starker hemmbar, wenngleich auch hier voéllige 
Funktionshemmung nur selten beobachtet wurde. Freilich ist ein 
Vergleich der verschiedenen Versuche nicht ohne weiteres méglich, da 
Leistungs- und Atmungsmessungen nicht am gleichen Hautstiick aus- 
gefiihrt wurden. Nach allem darf man aber vielleicht doch jetzt schon 
vermuten, daB neben dem AtmungsprozeB, der die genannten Leistungen 
der Haut energetisch deckt, noch andere Atmungsvorginge ablaufen, die 
mit der Resorptionsleistung und Potentialbildung nichts zu tun haben, 
und die wenig cyanidempfindlich sind. 


3. Versuche mit Glucose, Lactat und Pyruvinat. 

Bei der normalen Haut ist der Sauerstoffverbrauch weder bei 
Zusatz von Glucose (in m/200 Lésung, zwei Versuche), noch bei Zusatz 
von Na-Lactat (in m/5000 und m/200 Lésung, acht Versuche) oder 
Brenztraubensaure (in m/100 Lésung, zwei Versuche)! zur Ringerlésung 


! Die Brenztraubenséiure wurde vor Verwendung frisch destilliert, die 
Ringer-Brenztraubensaéurelésung auf den gleichen py gebracht, den gew6hn- 
liche Ringerlésung hatte. 
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erhéht. Bei vier Lactatversuchen wurde die frisch ausgeschnitter: 
Haut sofort verwendet. Bei den iibrigen Versuchen lag das eine Haut 
stiick vor der Atmungsmessung erst 1 Stunde in Ringer ohne, das ande:: 
in Ringer mit Zusatz. Nach einer halben Stunde wurden beide Lésunge:; 
erneuert. Bei dieser Nihrstoffsaittigung des einen Hautstiickes hatt: 
man wohl am ehesten positive Resultate erwarten diufen. Aber selbst 
wenn man so vorgeht, laBt sich die Atmung weder durch Zusatz von 
Lactat noch von Pyruvinat zur Ringerlésung steigern. Verwendet maz 
aber die Haut bromessigsiurevergifteter Tiere!, so tritt die atmungs 
steigernde Wirkung von Lactat und Pyruvinat deutlich in Erscheinung 
Dieses Ergebnis wird aber auch nur dann erzielt, wenn man in de: 
wiederholt beschriebenen Weise die Haut vor der Atmungsmessung 


Tabelle Il. Glucose-, Lactat- und Pyruvinatversuche an brom 
essigsaurevergifteter Haut. Atmung in Sauerstoff. 





2 3 + 5 6 
O»-Verbrauch in ecmm 
Versuch Vergiftungs- pro g und Std. bei 20° 
zeit in Min. 

Nr. ohne Zusatz mit Zusatz 


Abweichung 
von 5 gegen 4 
in 





m/200 Glueose 


8 
1 


8 37,2 
5 34,9 


Bauchhaut 4 
Oberschenkelhaut 5 
m/100 Na-Lactat 
| Unterschenkelhaut 47,5 81,0 
18 Bauchhaut 53,0 53,0 
19 Bauchhaut 92,0 79,4 
20 30 Bauchhaut 42,0 67,0 
3 é Oberschenkelhaut 53,5 109.0 
24 37 Bauchhaut 39,0 62,0 
Oberschenkelhaut 32.4 92.8 
m/100 Na-Pyruvinat 
21 35 Bauchhaut | 58.5 97,5 
| Oberschenkelhaut 45,0 102,5 
25 30 | Bauchhaut 53,2 70,1 
a ; | Oberschenkelhaut 42,8 67,0 + 56,6 


1 Stunde lang in eine gréBere Menge Ringer-Lactat bzw. Ringer-Pyru- 
vinatlésung einlegt und gelegentlich darin schwenkt. MiBt man den 
Sauerstoffverbrauch der Haut bromessigsaurevergifteter Frésche sofort 
nach dem Ausschneiden, so la8t sich ein atmungssteigernder EinfluB des 
Lactats nicht nachweisen (Versuche 18 und 19). Glucosezusatz (Ver- 
such 33) setzt den Sauerstoffverbrauch der bromessigsaurevergifteten 

1 0,02cem einer 4%igen, frisch hergestellten Bromessigséurelésung 
pro Gramm Ké6rpergewicht in den Riickenlymphsack. Vergiftungszeit 
s. Tabelle IT. 
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Haut eher herab, doch soll wegen der geringen Versuchszahl hier iiber 
nichts Definitives gesagt sein. 

Mit diesen Ergebnissen der Atmungsmessungen laBt sich nun die 
friiher ausgesprochene Vermutung stiitzen, daB in der Froschhaut eine 
Umwandlung von freier chemischer Energie der Milchsaure- oder Brenz- 
traubenséureverbrennung in Konzentrationsarbeit und elektrische 
Energie stattfindet (s. Einleitung). 


Im Hinblick auf die friiher mitgeteilten Ergebnisse der Resorptions- 
versuche mit der iiberlebenden Froschhaut [(4) bis (6)] verdient noch die 
Frage Beachtung, ob oder wie stark der Sauerstoffverbrauch der isolierten 
Froschhaut bei zunehmender Versuchsdauer abfallt. Adolph (1) gibt an, 
daB der Sauerstoffverbrauch, waihrend eines ganzen Tages gemessen, pro 
Stunde um etwa 4% abfallt. Danach darf die isolierte Froschhaut, be- 
urteilt nach ihrem Sauerstoffverbrauch, als ein gut iiberlebendes Organ 
angesehen werden.. Hierauf ist wegen der Deutung der Versuche iiber 
.aktiven’* Wasser- und Salztransport durch die Froschhaut besonderer 
Wert zu legen. 


Eine Uberschlagsrechnung ergibt iiberdies, daB bei den Versuchen mit 
dem Differentialosmometer (4) (6), bei denen es sich um eine gegen Luft- 
zutritt so gut wie abgeschlossene Anordnung handelte, die in den Versuch 
eingefiihrte Gesamtsauerstoffmenge fiir viele Stunden die Atmung decken 
konnte. 

Die Gesamtmenge Fliissigkeit im Differentialosmometer betrug etwa 
110cem. Rechnet man bei Luftsaéttigung der Ringerlésung mit einem 
Sauerstoffgehalt von etwa 0,015 mg/eem (Zimmertemperatur, normaler 
Luftdruck), so betraigt die gesamte zur Verfiigung stehende Sauerstoffmenge 
etwa 1,65 mg. Im Differentialosmometer befanden sich etwa 0,4 g Haut. 
Nimmt man nach den vorliegenden Atmungsmessungen sowie denen von 
Meyerhot und Meier (9) einen Sauerstoffverbrauch der isolierten Haut von 
rund 60emm/g und Stunde an, so verbrauchen 0,4 g Haut pro Stunde 
24cemm oder 0,0343 mg Sauerstoff. Wiirde die Atmung unvermindert an- 
halten, so wiirden die 0,4 g Haut somit fiir etwa 48 Stunden Sauerstoff zur 
Verfiigung haben. Die Resorptionsversuche dauerten aber héchstens 
14 Stunden. Nach Ablauf dieser Zeit kann also noch kein betrachtlicher 
Sauerstoffmangel in der Osmometerfliissigkeit geherrscht haben. Es ist 
daher auch nicht anzunehmen, da die Haut nach 14 Stunden nicht mehr 
geatmet hatte. 


Zusammenfassung. 
1. Der Sauerstoffverbrauch der isolierten Froschhaut von Rana 
esculenta, manometrisch nach Warburg gemessen, ist in Luft etwa der- 
selbe wie in reinem Sauerstoff. Als Mittelwert einer gréBeren Anzahl 


von Messungen kann gelten: 60cmm pro Gramm und Feuchtgewicht 
und pro Stunde bei 20°. Hautstiicke von verschiedenen Fréschen 
kénnen aber einen sehr verschiedenen Sauerstoffverbrauch aufweisen. 
Es wurden Werte von 30 bis 100cmm pro Gramm und Stunde ge- 
funden. Bei Verletzung der Haut (Zerschneiden oder Sticheln) steigt 
der Sauerstoffverbrauch meist stark an. 
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2. Legt man ein Hautstiick 1 Stunde lang in eine gréBere Men, 
Ringerlésung, der m/1000 KCN zugesetzt ist, und miBt danach 
einem kleineren Flissigkeitsvolumen (wie es die Technik vorschreib' 
die Atmung, so laBt sich eine deutliche Verminderung des Sauerstof 
verbrauchs nachweisen. Nach den vorliegenden Versuchen ist di 
Riicken- und Schenkelhaut cyanidempfindlicher als die Bauchhaut 

3. Glucose (m/200), Lactat und Pyruvinat (bis m/100), der Ringe: 
losung zugesetzt, erhGhen den Sauerstoffverbrauch der normalen Haut 


nicht. Dagegen ist bei Anwendung von Hauten bromessigsaurevergiftete: 


Tiere eine atmungssteigernde Wirkung von Lactat und Pyruvinat 
nicht von Glucose bis tiber 100 °% festzustellen: dies aber auch nw 
dann, wenn die Haut vor der Atmungsmessung | Stunde in der Nahr- 
lésung gelegen hat. 

4. Diese Ergebnisse stiitzen die friiher geéuBerte Vermutung, dali 
bei der Froschhaut Konzentrationsarbeit und elektrische Energie aus 
der freien chemischen Energie der Milchsaure- oder Brenztraubensaure- 
verbrennung erzeugt wird. 
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Notiz tiber das Verhalten der Absorptionsspektren 
der Dihydro-pyridinverbindungen. 
Von 
Erwin Haas. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 27. August 1936.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Wahrend das Pyridin in den nicht hydrierten Pyridinnucleotiden 
bei Zimmertemperatur gegen Sauren bestandig ist, wird das Pyridin in 


den reversiblen Dihydroderivaten beim Ansiuern threr wasserigen 
Lésungen zerstért!, wobei die Fluorescenz verschwindet. Ebenso ver- 
halten sich die Modelle Trigonellin®? und Nicotinsiureamid-jod- 
methylat®. Dies ist die Erklarung dafiir, daB die Co-Fermentwirkung 
der Pyridinnucleotide erhalten bleibt, wenn man die Lésungen der nicht 


hydrierten Co-Fermente ansiuert, dab aber die Co-Fermentwirkung der 
Pyridinnucleotide irreversibel verschwindet, wenn man die Lésungen 
der hydrierten Co-Fermente ansiuert. 

Ich habe beobachtet, daB bei der Zerstérung der Dihydro-pyridin- 
verbindungen durch Sauren eine charakteristische Absorptionsbande in 
der Gegend von 300 my. auftritt. Die Bande erscheint sofort bei Zugabe 
der Saure und verschwindet wieder, um so schneller, je saurer die Lésung 
ist. Enthalten aber die Lésungen schweflige Saure, so ist die beim 
Ansauern entstehende Bande bestandig. Deshalb sind die im folgenden 
beschriebenen Absorptionsspektren bei Gegenwart von schwefliger 
Siure (etwa 0,02 mg NaHSO, pro ccm) gemessen worden. 


Nicotinsiureamid-jodmethylat. 


0,5 mg Nicotinsiureamid-jodmethylat und 2 mg Hydrosulfit werden in 
| cem einer Carbonat -bicarbonatlésung (1°, NaHCOs,, 1° Na,CO,, px = 9,7) 
gelést. Diese Lésung wird mit Argon gesittigt und 1 Stunde bei 20° ge- 
halten. Dann wird mit dem 30fachen Volumen Carbonat-bicarbonatlésung 
verdiinnt, zur Oxydation des iiberschiissigen Hydrosulfits 3 Minuten Luft 


1 Otto Warburg, Walter Christian u. Alfred Griese, diese Zeitschr. 282, 
157, 1935, insbesondere S. 189. 2 Ebenda, insbesondere S. 162. ® Paul 
Karrer u. Otto Warburg, ebenda 285, 297, 1936. — In einer Arbeit, in der sie 
unsere Versuche iiber die Dihydro-Co-Zymase wiederholen, schreiben 
E. Adler, H. Hellstrém u. H. von Euler (Zeitschr. f. physiol. Chem. 242, 228, 
1936), daB sie die hier beim Ansaduern gefundene Bande um 295 mu 
.niemals beobachtet*t haben. In der Zusammenfassung der gleichen Arbeit 
schreiben die gleichen Autoren: ,,Die saéurebehandelte Lésung zeigt eine 
wenig ausgepragte Bande, Maximum bei etwa 300 mu". 
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durchgeleitet und mit Schwefelsiure auf py = 0 angesiuert. Diese Lésuny, 
vor Saurezusatz und nach Saurezusatz, diente zur Messung der Absorption 
spektren. 
Die Schichtdicken bei der Messung waren 1,0 bzw. 0,5 cm. 
In Abb. 1 sieht man, daB beim Anséuern die Dihydrobande 360 mu. 
verschwindet und eine neue und héhere Bande bei 310 my auftritt 
P Die Anderung des Spektrums 
’ om ] . oo 
oi Wao ad ! geht nicht zuriick, wenn man 
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1% NaHCO,, pu = 9,7) aut 
das Achtfache verdiinnt, zur 
Oxydation des_ iiberschiissigen 
Abb. 1. Dihydro-methyl-nicotinsiureamid 1. Hydrosulfits 3 Minuten Luft 
@---@ Py =9%,7, O—O Po =?. durchgeleitet und mit Schwefel- 
siure auf pH = 0 angesduert. 
Diese Lésung, vor Saéurezusatz und nach Séurezusatz, diente zur Messung 
der Absorptionsspektren. Die Schichtdicken waren 1,0 und 0,5 cm. 
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In gleicher Weise wurde Triphospho-pyridinnucleotid reduziert 
und gemessen. 

In den Abb. 2 und 3 sieht man, daB beim Ansauern die Dihydro- 
bande 340 mu verschwindet und eine starke Absorption in der Gegend 
um 290 my. auftritt. 
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Abb. 2. Dihydro-diphospho-pyridin-nucleotid. 
© ---@ Py =9,7, O—O px = 0. 


1 Paul Karrer, G. Schwarzenbach, F. Benz u. U. Solmssen, Helv. Chim. 
Acta 19, 811, 1936. 
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Die in den Abb. 2 und 3 dargestellten Absorptionsspektren sind 
Mischspektren des Adenin- und Pyridinteiles der Nucleotide. Da die 
Spektrums beim Ansduern nur von dem Pyridinteil! 
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Abb. 3. Dihydro-triphospho-pyridin-nucleotid. 
@---@ pe=%7, O O Py = 0. 


herrihrt, so erhalt man die von dem Pyridinteil herriihrende Bande, 
wenn man von der Gesamtabsorption die Adeninabsorption abzieht. 
Die so berechneten Banden sind in den Abb. 2a und 3a dargestellt. 
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Abb. 2a. Aus Dihydro-diphospho- Abb. 3a. Aus Dihydro-triphospho- 
pyridin-nucleotid. pyridin-nucleotid. 


Pu = 0. Pu = 0. 


Vergleicht man die Abb. 1 mit 2a und 3a, so sieht man, daB zwar 
die beim Ansiuern des Modells entstehende Bande etwas langwelliger 
ist als die beim Ansauern der Dihydronucleotide entstehenden Banden; 
daB aber im iibrigen die optischen Erscheinungen sehr ahnlich sind, ob 
man die Dihydronucleotide oder die Karrersche Dihydro-pyridinverbin- 
dung durch Saure zersetzt. 





Untersuchungen iiber Analogien zwischen Bienen- 
und Schlangen(Crotalus)-Gift. 
Von 
Chr. Tetsch und K. Wolff. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 1. September 1936.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 
I. 

Kine Veréffentlichung Reimerts'! iiber das Bienengift veranlat)t 
uns, vorliufige Ergebnisse aus noch nicht abgeschlossenen Arbeiten 
iiber Bienen- und Schlangengift mitzuteilen, da unsere bisherigen 
Ergebnisse in der Untersuchung des Bienengifts mit denen Reinert. 
iibereinstimmen. 

Kinige Forscher behaupten auf Grund biologischer Versuche, dai) 
Bienen- und Schlangengift sich in mancher Beziehung ahnlich sind: 
so. stellte Phisalix® fest, dab Mause gegen Bienen- und Viperngift 
wechselseitig immunisierbar sind. Phisalix®, sowie Arthus* und Lyssy° 
fanden, dal zwischen den neurotoxischen Eigenschaften des 
Bienen- und Schlangengifts groBe Ahnlichkeit besteht. Essex ®, Marko 
witz und Mann beschreiben die Wirkung einer intradermalen Injektion 
von Bienengift als fast identisch mit der von Klapperschlangengift 
und Histamin. Beide, sowohl Bienen- wie Schlangengift haben An- 
wendung bei der Bekampfung von Krebs und Krebsschmerzen gefunden ‘. 
Diese, auf physiologischer Grundlage nachgewiesenen, Ahnlichkeiten 
zwischen beiden Giften haben uns veranlaBt, uns mit der Chemie dieser 
Gifte zu beschaftigen und insbesondere zu untersuchen, ob in beiden 
auch chemisch einander yverwandte Substanzen nachzuweisen sind 


Il. 
Die chemische Erforschung des Bienengiftes setzte erst mit dem Ende 
des vorigen Jahrhunderts ein. Seine erste genauere Untersuchung ve! 
danken wir Langer’, der als den wirksamen Bestandteil des Bienengiftes eine 


1 Reinert, Festschrift Emil Barell, Zur Kenntnis des Bienengifte- 
Basel 1936. — ? Phisalix, C. r. 194, 2068 — 2088, 1932. —- * Derselbe, Ann. 
des Sci. natur. Zoo. 18, 67—95, 1935. - 4 Arthus, C. r. de la Soc. de 
Biol., S. 182, Paris 1919. > Lyssy, Arch. intern. de Physiol. S. 16, 1921 

8 Essex, Markowitz u. Mann, Amer. J. of Physiol. 94, 209 bis 214, 
1930. 7 Yoannovitch u. Chaovitch, Bull. de ?Académie de Méd., Paris, 
Juni 1932; Laignel, Lavastines u. Coressios, J. de Méd., Paris 1933, 8. 30: 
A. Calmette, Saenz u. Costil, C. r. Acad. Sei., Paris 197, 205—209, 1934; 
van Esveld, diese Zeitschr. 283, 343, 1936. 8 Langer, Arch. f. expe: 
Path. u. Pharm. 88, 381, 1897. 
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sase bezeichnet, die er von beigemengten EiweiSkorpern abtrennte. Nach 
\nsicht von Flury! besteht das Bienengift aus einer komplexen Verbindung 
einer eiweiBfreien saponinartigen Substanz mit Lecithin und einem basischen 
\nteil. Beck? nimmt auf Grund physiologischer Beobachtungen an, daf 
die hauptsachlichen Giftwirkungen des Bienengiftes auf die Anwesenheit 
eines Eiwei8kérpers zuriickzufiihren sind. Arthus* und Lyssy* finden 
cleichfalls, daB die Wirkungen des Bienenstiches denen der EiweiBinjektion 
sehr ahnlich sind (anaphylaktischer Schock, Blutdrucksenkung). Reinert 
(1. ec.) findet im Bienengift zwei Kérper, von denen er den einen als Proteose 
beschreibt, den anderen als Histamin auch chemisch zu identifizieren vermag. 


Ill. 


Wir haben eine Fraktionierung des Bienengiftes durchgefiihrt und 
die einzelnen Fraktionen chemisch und biologisch naher untersucht. 
Die von uns verarbeitete Bienengiftlbsung wurde uns in freundlicher 
Weise von der Firma Dr. August Wolff, Bielefeld, zur Verfiigung gestellt. 
Sie wurde gewonnen auf Grund der von Beck beschriebenen Methode, 
nach der man Bienen durch eine tierische Membran stechen laBt. Hierbei 
machten wir die Beobachtung, daB es nicht gleichgiiltig ist, ob man das 
so gewonnene Bienengift in Aqua dest. oder in 0,9 %iger Kochsalz- 
lésung auffaingt. Im ersteren Falle triibt sich die Lésung, auch unter 
LuftabschluB, nach ungefihr 2 Tagen. Zum Unterschied hiervon ist 
das native Gift in physiologischer Kochsalzlésung unbegrenzt lange 
haltbar. Die Toxizitaétsbestimmungen ergaben, dab Bienengift ver- 
schiedener Herkunft und Jahreszeit ziemlichen Schwankungen unter- 
worfen ist. Des Mittelwert der d.1l. m. bei subcutaner Injektion 
betragt annahernd 100 y pro g Maus. 

Die nach Beck erhaltene und in dest. Wasser aufgefangene Bienen- 
viftlésung wurde zunachst mit Ather extrahiert. Hierdurch konnten 
wir einen inten iven Duftstoff von stark honigahnlichem Geruch iso- 
lieren. Er wurde nur im Gift von Sommerbienen gefunden. Durch 
Chloroformextraktion wurde eine zweite Fraktion erhalten, die die 
teaktionen der Sterine® zeigte. Sie kristallisierte in langlichen Nadeln, 
die ohne Umkristallisation bei 120° schmolzen. Beide Fraktionen 
waren nicht toxisch und zeigten keine Wirkung auf den isolierten Meer- 
schweinchendarm. 

Beim Versetzen der von diesen Substanzen befreiten Lésung des 
Bienengiftes mit gesattigter wasseriger Pikrinséiurelésung wurde ein 
Niederschlag erhalten, der von der iibrigen L6sung durch Zentrifugieren 


abgetrennt wurde. Beim Eindampfen dieser Lésung schied sich das in 


‘ Flury, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 85, 319, 1919. — * Beck, 
Bee Venom Therapy London u. New York 1935, S. 46. 3 Arthus, C. r. 
de la Soc. de Biol. Paris 1919, S. 182. 4 Lyssy, Arch. intern. de Physiol. 
1921, S. 16. 5 Salkowskis Reaktion, Arch. f. d. ges. Physiol. 6, 207, 
1872; Liebermanns Reaktion, Ber. d. deutsch. Chem. Ges. IS, 1804, 1885. 
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Wasser schwer lésliche Histaminpikrat ab, das nach Umkristallisatio; 
aus Wasser durch den Schmelzpunkt charakterisiert wurde; auch in 
nativen, durch Kochen von EiweiBkérpern befreiten Gift konnte e 
durch die Pauly-Reaktion: und durch seine Wirkung auf den isolierte:, 
Meerschweinchendarm nachgewiesen werden. Wir kénnen hier die An 
gaben von Reinert (l.c.) bestatigen. Der als Pikrat erhaltene Niederschlay 
wurde mit wasseriger Pikrinséurelésung und anschlieBend mit Wasser 
auf der Zentrifuge ausgewaschen. Er wurde in wasserigem Alkoho! 
gelést und nach und nach mit schwach angesaduertem iiberschiissigem 
Aceton versetzt, bis keine weitere Fallung mehr eintrat. Der erhaltene 
Niederschlag wurde abzentrifugiert, wiederholt mit Aceton nach- 
gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet. Auf diese Weise 
erhielten wir ein Produkt, das sich bisher nicht weiter fraktionieren 
lieB. Es ist eine schneeweiBe Masse, die in Wasser leicht léslich ist, 
sich ferner in Methylalkohol und Phenol lést und die Reaktionen der 
EiweiBkérper zeigt. Die Elementaranalyse dieser Fraktion lieferte 
folgendes Ergebnis: C 43,6 %*, H 7,1%, N 13,6%, S 2,6%. 

Die Substanz ist stark giftig. Ihre d.1l.m. liegt bei subcutaner 
Injektion zwischen 6 und 10 y pro g Maus. (Kine genauere Eingrenzung 
der letalen Dosis konnten wir wegen Mangel an Substanz noch nicht 
durchfiihren.) 

Von besonderem Interesse ist die Anwesenheit von Schwefel im 
Bienengift. Mit dieser Feststellung befinden wir uns im Gegensatz zu 
Reinert (l.c.), der in seinem Bienengift keinen Schwefel nachweisen 
konnte. 

IV. 

Die bisher erschienenen Angaben iiber die chemische Zusammen- 
setzung der Schlangengifte sind recht widerspruchsvoll. 

Mitchell? und Reichert fanden als wirksamen Bestandteil des Klapper- 
schlangengiftes Globuline. Faust*, der sich eingehend mit der chemischen 
Untersuchung der Giftsekrete einiger Schlangen, insbesondere denen der 
Gattungen Cobra und Crotalus beschaftigt hat, isolierte aus beiden Gift- 
sekreten als toxischen Bestandteil eiweiB- und stickstofffreie Verbindungen, 
denen er auf Grund seiner Analysen die Formel: C,;H,0,) bzw. C,,H;,0.; 
zuschreibt. Faust gibt an, daB 2 bis 3 mg des nativen Crotalusgiftes bei 
intravendser Injektion in 30 bis 45 Minuten Kaninchen téteten; dagegen 
waren (bei intravenéser Injektion) 0,34 bis 0,40 mg seines isolierten ,,Cro 
talotoxins** pro kg Kaninchen nach 45 bis 60 Minuten tédlich. Die von 
Faust (|. ec.) aus Schlangengiften isolierten Verbindungen, die er ,,Ophio-" 


1 Pauly, Zeitschr. f. physiol. Chem. 94, 285, 1915. -— * Die Ver 
brennungsanalysen und quantitativen Schwefelbestimmungen wurden von 
Herrn Dr.-Ing. A. Schoeller, Berlin, ausgefiihrt. — ? Weir Mitchellu. Reichert, 
Smithsonian ,,Contributions to knowledge‘‘, Researches upon the venoms 
of poisonous serpents. Washington 1886. —- * Faust, Arch. f. exper. Path 
u. Pharm. 56, 236, 1907; 64, 244, 1911. 
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zw. ,,Crotalotoxin’’ nennt, sollen simtliche toxischen Eigenschaften dieser 
Gifte in sich vereinigen. 


Micheel' gelang es nicht, nach den Angaben von Faust das ,,Ophio- 
oxin’S aus dem Cobragift als stickstofffreie Substanz zu gewinnen. Reak- 
tionen und Analyse des von ihm isolierten Giftstoffes (C 45,2°,, H 7,0, 
N 14,7 und 8S 5,5) sprechen vielmehr fiir einen eiweiBahnlichen Kérper, 
dessen d.|.m. mit 0,12 7 pro g Maus gegeniiber 0,5 bis 1,0 7 des nativen 
Giftes eine Anreicherung des Giftstoffes um das Vier- bis Achtfache bedeutet. 
Nach Faust téteten 0,5 mg des nativen Cobragiftes (intraven6s injiziert) 
Kaninchen regelmaBig nach 30 bis 45 Minuten; dagegen waren 0,085 bis 
0,10 mg seines aus Cobragift isolierten ,,Ophiotoxins** pro kg Kaninchen 
(bei intravenéser Injektion) nach 45 bis 60 Minuten tédlich. Das bedeutet 
eine Anreicherung des Giftes um das Fiinf- bis Sechsfache. Da somit Micheel 
und Faust etwa die gleiche Anreicherung des Giftes erzielt haben, ist es nicht 
moglich, daB Faust iiber den von Micheel isolierten eiweiBahnlichen Gift- 
kérper hinaus eine noch weitergehende Fraktionierung gelungen sein soll. 


V. 

Wir haben uns mit dem Gift der Schlangengattung Crotalus terri- 
ficus beschaftigt, weil gerade das Viperngift die gréBte Ahnlichkeit mit 
dem Bienengift haben soll*. Unsere Crotalusgiftproben, ein alteres, im 
Institut aufbewahrtes Praparat und eine uns durch die Firma Dr. August 
Wolff iibermittelte Sendung des Butantan-Instituts, Sao Paulo, waren 
sich im Aussehen und in ihrer Toxizitat weitgehend ahnlich: sie stellten 
schwach gelb gefarbte, glasige Massen dar, die eingetrocknetem Albumin 
ihnlich sahen. Sie waren schwer léslich in Wasser, unléslich in den 
gebrauchlichen organischen Lésungsmitteln, lésten sich dagegen leicht 
in physiologischer Kochsalzlésung. Die Elementaranalyse einer Probe 
des nativen vom Butantan-Institut erhaltenen Giftes lieferte folgende 
Werte: C 43.4%, H 66%, N 12,6%, S 2.9%. 

Uber die Héhe der tédlichen Dosis gibt folgende Tabelle Auskunft 
(Serien von Mausen von einem Durchschnittsgewicht von etwa 15g 
wurden subcutan steigende Dosen injiziert): 
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1 Micheel u. Jung, Zeitschr. f. physiol. Chem. 239, 1936. 2 Phi- 
salix, l.c. 
Biochemische Zeitschrift Band 288. 
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An anorganischen Stoffen konnten wir im nativen Gift Natriun 
Kalium, Kisen und Zink nachweisen. 

Wir versuchten zunachst auf Grund der Angaben von Faust (1. c. 
eine Abtrennung der EiweiSsubstanzen nach seinem Verfahren zur Rein 
darstellung des ,,Crotalotoxins durchzufiihren. Dies gelang uns in 
dessen nicht. Vielmehr fiihrte die Abtrennung der EiweiBsubstanzen 
immer zur volligen Entgiftung der verarbeiteten Lésung. Versuche. 
durch Dialyse eine Fraktionierung des Giftes zu erzielen, erwiesen sich 
ebenfalls als erfolglos. Wir haben schlieBlich die gleichen Methoden, 
die wir beim Bienengift anwandten, auch auf das Crotalusgift aus 
gedehnt. 

Wir extrahierten also zunaéchst die Lésung des Giftes mit Chloro- 
form. Hierbei gewannen wir eine Substanz von eigenartigem, un- 
angenehm siiBlichem Geruch. Diese Fraktion bildet etwa 1 bis 1,5°, 
des nativen Giftes. Es handelt sich um einen lecithinahnlichen, phosphor- 
haltigen' Koérper, der keine toxischen Wirkungen besitzt. 

Beim Versetzen der Lésung des Crotalusgiftes mit gesattigter, 
wasseriger Pikrinsdurelésung erhalt man wie beim Bienengift einen 
Niederschlag, dessen Filtrat ungiftig ist. Aus der vom Pikrinsaure- 
niederschlag abzentrifugierten Losung laBt sich, nach dem Anséuern 
mit HCl, die Pikrinséure durch Ausathern entfernen. Nach dem Ein- 
dampfen dieser Lésung zur Trockne erhalt man durch Umkristallisation 
aus Methylalkohol eine weiBe, kristalline Masse, die nicht toxisch ist. 
Der Pikrinsdiureniederschlag stellt eine gelbe, amorphe Masse dar, die 
in wasserigem Alkohol und besonders in wasserigem Dioxan leicht 
léslich ist. In dieser Form in Lésung gebracht, sind selbst sehr hohe 
Dosen dieses Pikrats ohne letale Wirkung auf die Maus. In der gleichen 
Art wie das Bienengift (siehe S. 128) laBt sich das zunachst erhaltene 
Crotalusgiftpikrat mittels Aceton spalten und auf diese Weise ein 
Produkt gewinnen, das sich bisher nicht weiter fraktionieren lieB. Es 
ist eine schneeweibe Masse, die in Wasser sehr gut léslich ist. Sie lést 
sich ferner, wie das Bienengift, in Methylalkohol und Phenol. Wie das 
Bienengift zeigt sie ferner die Reaktionen der EiweiBkérper. Ihre 
Elementaranalyse lieferte folgende Werte: C 44,9 °,, H 6,6°,, N 13,7 °,, 
S 3,6 %. 

Der Schwefel liegt nicht als Merkaptan- oder Disulfidschwefel vor, 
wie der negative Ausfall der Thionitrit-*, sowie der Nitroprussidnatrium- 
reaktion anzeigte. Auch nach Reduktion mit Zn oder Mg waren diese 
feaktionen negativ. 


! Reaktion nach Feigl, Chem. Centralbl. 1923, II, 158. —- ? Vorldnder 
u. Mittag, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 52, 422, 1919; H. Rheinboldt u. 
O. Diepenbruck, ebenda 59, 1311, 1926. 
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Die Bestimmung der d.1.m. ergibt keinerlei Anreicherung des 


tiftes: 





pro g Maus (s. ¢.) (— = iiberlebt; + tot) 


0,5 —-++—++-——-—-—-- 
1,0 +$¢+—44+ 44 44-4 
DaB diese Fraktion trotz Abscheidung unwirksamer Stoffe keine Er- 
héhung der Toxizitat gegeniiber dem nativen Crotalusgift zeigt, kbnnen 
wir heute noch nicht erkliren. Wir verweisen hier nur darauf, daB durch 
Karrer! beim Ricin eine analoge Erscheinung gefunden wurde. 
Vi. 

Eine Gegeniiberstellung der von uns abgetrennten toxisch wirk- 
samen Fraktionen des Bienen- und Crotalusgiftes sowie des von Micheel 
dargestellten, stark gereinigten Cobragiftes zeigt auf Grund der Ana- 
lysen sowie der Reak- 





tionen, daB es sich in Bienengift Crotalusgift Cobragift (Michee!) 
allen Fallen um eiweib- 
és . - os ‘ ¢ PO J oO 
ahnliche Kérper handelt. rd a . a 1 
. (1 /o 1,0 0 

Besonders interessant N 13,6 % N 147°, 
ist, daB alle drei Gifte S 26% S 36% 
einen verhaltnismaBig Tédliche Dosis pro g Maus in ; 
hohen Schwefelgehalt Zwischen 6 u. 10 0,7 0,12 
aufweisen, wobei die 
Toxizitat mit dem Schwefelgehalt zuzunehmen scheint. Zwischen den 
Begleitstoffen der EiweiBkérper des Bienen- und Crotalusgiftes konnten 
wir keine chemischen Analogien nachweisen. (Das Crotalusgift ent- 
halt insbesondere weder histamin- noch sterinihnliche Substanzen.) 

Die Hypothese von der Saponinnatur der Schlangengifte, die von 
Faust aufgestellt wurde, ist bereits von Bayer und Elbel? auf Grund biologi- 
scher Versuche bestritten worden. (Sie fanden, daB der Igel, der gegen 
Bienen-* und Schlangengift praktisch unempfindlich ist, bei intravendéser 
Injektion von Saponin Merck dagegen nur wenig widerstandsfahiger ist als das 
Meerschweinchen.) Die von WW. Phisalix (1. c.) nachgewiesene wechselseitige 
Immunisierbarkeit von Vipern- und Bienengift spricht in diesem Zusammen- 
hang gleichfalls gegen den Saponincharakter, sowie fiir die Ahnlichkeit 
beider Cifte. 


Biologische Auswertung am isolierten Meerschweinchendarm, 
Nach den Arbeiten von Arthus (l.c.), Lyssy (l.c¢.), Essex, Mar- 
kowitz und Mann (l. c.) lag es nahe, im Bienen- und Schlangengift mit 


1 Karrer u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 135, 129, 1923. 
> Bayer u. Elbel, Zeitschr. f. Immunitatsforschung 78, 82—85, 1933. 
3 Phisalix, C. r. 199, 809—S811, 1934. 
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einer exakten biologischen Methode nach einer histaminahnlich: 
Substanz zu forschen. Natives Schlangen- und Bienengift, weiterhi 
simtliche von uns isolierten Fraktionen testeten wir daher am isi 
lierten iiberlebenden Meerschweinchendarm! aus”. Vor uns haben dies: 


Testung schon Velarde und Miravent® fiir Schlangengift angewendet 


Sie beobachteten schon eine anfaingliche Erregung mit starker, ziemlic) 
lang andauernder Kontraktion, der eine langsame Abnahme des Tonus 
folgt. Die Sensibilitat fiir neue Giftdosen fanden sie dann herabgesetzt. 
Das Gift der Naja tripudians und das des Crotalus terrificus halten sie 
fiir das wirksamste. Zu gleicher Zeit, als wir mit dieser Methode arbei 
teten, ist sie ebenfalls von Reinert (l.c.) zur Testung seines gereinigten 
Bienengiftes verwandt worden. 


Versuche. 


Als Standardtest haben wir Histamin in der Verdiinnung |: 5000000 
und 1: 10000000 benutzt. Die zu untersuchende Substanz wurde, stets in 
leem Ringer gelést, hinzugefiigt. Die Kurven wurden wie folgt bezeichnet : 
Die Zahlen 5 und 10 zeigen an, daB hier 1 cem einer Lésung von Hista- 
min 1: 5000000 bzw. 1: 10000000 zugefiigt wurden; B. bedeutet, das 
der zugefiigte cem natives Bienengift enthalt; BP., die Lésung enthalt 
die vom Bienengiftpikrat abgespaltene Fraktion; S., es wurde natives 
geléstes Schlangengift, SP., es wurde die vom Schlangengiftpikrat abge- 
spaltene Fraktion, F., es wurde das Filtrat des Pikrats nach Abtrennen 
der Pikrinséure zugefiigt; a, das Darmstiick wurde ausgewaschen. 


Beschreibung der Kurvenbilder 


Abb. 1 zeigt das Verhalten des Darmstiickes auf Gabe von nativem 
Schlangengift in einer Verdiinnung 1: 10000. 

Abb. 2 zeigt die Wirkung von Bienengift, das nach der S. 127 be- 
schriebenen Membranmethode in 0,9°%,iger NaCl-Lésung aufgefangen war. 
Appliziert wurde bei der ersten und zweiten Gabe ein Zehntel der Gift- 
menge eines Stachels, bei der dritten die gesamte Ciftmenge eines Stachels. 

Abb. 3a und 3b zeigen die Wirkung einer Bienengiftlésung, bei der man 
die Bienen durch die Membran in Aqua dest. hatte stechen lassen. 

Abb. 4. zeigt die Wirkung des aus dem alkoholléslichen Pikrat aus 
Schlangengift abgespaltenen Korpers. 

Abb. 5 zeigt die Priifung der aus dem alkoholléslichen Pikrat ab- 
gespaltenen Fraktion aus Bienengift. 

Abb. 6 und 7 zeigen, daB in der Bienengiftlésung (10 Stacheln in 1 cem), 
die mit Chloroform extrahiert und mit Pikrinséiure behandelt wurde, 
immer noch ein stark darmwirksamer Stoff enthalten ist. Rechnen wir 


' R. Magnus, Pfliigers Arch. 102, 123, 1904. 2 Die Auswertung der 
nativen Gifte am Meerschweinchendarm wurde anfangs in Gemeinschaft 
mit Herrn R. Bartosch ausgefiihrt. —- * Velarde u. Miravent, C. r. de la 
Soc. de Biol. 83, 1359, 1920. 
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Abb. 3b. 


Abb. 3b (Fortsetzung). 
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die Festsubstanz des Giftes eines Bienenstachels nach Langer (l.¢.) mit 
ungefahr 0,1 mg und stellen wir die Angaben Reinerts iiber den Histamin- 
gehalt der Trockensubstanz in Rechnung, so wiirden wir im Versuch der 
Abb. 7 0,17” Histamin im cem angewandt haben. Der Versuch selbst zeigt 
in der Tat. daB die angewandte Substanzmenge fast genau 0,1 7 Histamin 
(= leem der Verdiinnung '/,, Millionen) entsprach. 

In der Abb. 1 sehen wir, daB der Darm sich nach der Gabe des Giftes 
kontrahiert ; die Héhe der Kontraktion ist aber schon nach der zweiten Gabe 
abgeschwacht. (Diese in bezug auf die Darmkontraktion nachlassende 





Chr. Tetsch u. K. Wolff. 


Wirkung kann als tachyp! 
laktisch bezeichnet werden. ) 
der Abb. 2. beobachten  y 
die gleiche Erscheinung bei 
nativen Bienengift. Allerdin 
fanden wir diese tachyphyla 
tische Eigenschaft nicht 
jedem nativen Bienengift, was 
wir auf die jeweils verschiedene 
Zusammensetzung des Giftes, 
bedingt durch Faktoren wie 
Jahreszeit und Standort de; 
Bienen, zuriickfiihren. 

Abb. 3a und 3b ergeben 
einen eindeutigen Histamin 
charakter des in Aqua dest. 
aufgefangenen Bienengiftes. In 
der Abb. 3b ist weiter die Wir 
kung des Schlangengiftes mit 
der des Bienengiftes verglichen. 
In der gleichen Weise, wie auf 
Histamin, reagiert der Darm 
noch nach ‘inwirkung des 
Schlangengiftes auf das Bienen- 
gift. 


Aus den wiedergegebenen 


Daten ist erkennbar, daB auch 
auf Grund der biologischen 
Testmethode eine Analogie 
zwischen dem Crotalus- und 
Bienengift besteht : Neben den 
nativen Giften zeigen auch 
die beiden aus den Pikraten 
abgetrennten Fraktionen die 
gleiche tachyphylaktische Wir- 
kung am Darm.  Dariiber 
hinaus ist im Bienengift zum 
Unterschied vom Schlangen- 
gift ein histaminartig wirken- 
der Kérper enthalten. 





Die Entbehrlichkeit des Caleiums 
bei der Einwirkung des Thrombins auf das Fibrinogen. 
Von 
Helmut Weitnauer und Edgar Wohlisch. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universit at Wiirzburg.) 
(Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. ) 


(Eingegangen am 9. September 1936.) 


I. Kritisches und Problemstellung. 


In logisch wie methodisch gleich bewundernswerten Untersuchungen 
hat vor 40 Jahren Hammarsten (1) (2) die Grundlagen unseres Wissens 
von der Bedeutung des Calciums fiir den Vorgang der Blutgerinnung 
veschaffen. Seine Auffassung laBt sich in zwei Satzen wiedergeben: 

1. Fiir die normale Bildung des Thrombins aus seinen Vorstufen 
(erste Phase der Gerinnung) ist die Anwesenheit l6slicher Ca-Salze notwendig. 

2. Das Thrombin selbst ist keine Ca-Verbindung; fiir die Umwandlung 
des Fibrinogens in Fibrin unter der Einwirkung des Thrombins ist die 
Anwesenheit von Calcium nicht notwendig. 

Von diesen beiden Thesen scheint sich die erste, die vor allem von 
Stuber (3) (4) scharf angegriffen wurde, allgemeiner Anerkennung zu 
erfreuen, seitdem von Wohlisch und Paschkis (5) (6) (7) der Nachweis 
erbracht wurde, daB schon partielle Entziehung des Calciums durch 
einfache Dialyse — ohne jeden Oxalatzusatz geniigt, um die Ent- 
stehung des Thrombins und damit die Gerinnung sogar in Anwesenheit 
reichlicher Mengen von Thrombokinase zu verhindern. Dahingegen 
ist der Kampf um die zweite These seit den Untersuchungen von Loucks 
und Scott (8) (9), die ebenso wie neuerdings Scheuring (10) (11) das 
Thrombin fiir eine Ca-Verbindung halten, wieder in vollem Gange. Hiermit 
wird eine an sich sehr alte, erstmalig von Pekelharing (12) aufgestellte, 
spater jedoch von ihm unter dem Eindruck der Untersuchungen Ham- 
marstens ausdriicklich wieder aufgegebene (13) (14) Hypothese erneut 
zur Diskussion gestellt. 

Schon A. Schmidt (15), Pekelharing und Hammarsten wubten, daB die 
Oxalate in héheren Konzentrationen, als sie zur Verhinderung der Ge- 
rinnung des Blutes nétig sind (0,1°,), auch die Einwirkung des Thrombins 
auf das Fibrinogen hemmen. Die Frage, ob das Thrombin eine Ca-Verbindung 
vorstelle oder nicht, ist im wesentlichen identisch mit der, ob die hemmende 
Wirkung der Oxalate auf das Thrombin indirekt, d.h. durch Kalkentziehung, 
oder direkt, d.h. durch die bloBe Anwesenheit des Oxalats im Gerinnungs- 
system, zustande kommt. Ein erster Hinweis darauf, daB letzteres der Fall, 
das Thrombin also wahrscheinlich keine Ca-Verbindung ist, findet sich 
bereits in der letzten Veréffentlichung A. Schmidts (15), der sich bekanntlich 
von der spezifischen Wirkung des Kalkes bei der Gerinnung bis an sein 
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Lebensende nicht hat iiberzeugen lassen. Er hat einerseits aus einem Tras 

sudate als Fibrinogenlésung, andererseits aus Blutserum als Thrombinlésuiiy 
die laslichen Kalksalze durch Oxalat ausgefallt und sodann das tiberschiiss: 

Oxalat durch Dialyse entfernt: bei der Vereinigung des Transsudats mit dem, 
Serum erhielt er dann eine ebenso gute Gerinnung, wie bei Gegenwart der 
Ca-Salze. Auf diesem Fundamentalversuch Schmidts baut die Beweis 
fiihrung Hammarstens (1)(2) auf. Er stellte nach den verschiedenster 
Methoden Thrombinlésungen her, die zuerst durch Oxalat méglichst weit- 
gehend von Kalk und sodann auf irgendeine Weise von dem Oxalatiiberschui; 
befreit wurden. Als Gerinnungssubstrat dienten durch Oxalat entkalkte 
Plasmen oder Fibrinogenlésungen, teils direkt, teils nach Reduktion des 
Oxalatgehalts durch Dialyse. In vollstandiger Ubereinstimmung mit 
A. Schmidt konnte Hammarsten in diesen entkalkten Gerinnungssystemen 
stets einwandfreie Gerinnungen erzielen. Was Sorgfalt der Durchfiihrung 
anlangt, stellen diese Versuche eine auch heute noch uniibertroffene Analyse 
der Frage nach der Hemmungswirkung der Oxalate in der zweiten Phase vor. 


Als Bestatigung Hammarstens sind die Versuche von Mellanby (16) auf- 
zufassen, dessen Thrombinlésungen sogar noch in Gegenwart von iiber 
1% Oxalat, d.h. von ungefahr dem 20fachen der zur Verhinderung der 
Spontangerinnung des Blutes ausreichenden Konzentration, gerinnungs 
aktiv waren. Dagegen gelang es Loucks (8) nicht, mit entkalkten und sodann 
von Oxalat befreiten Thrombinlésungen Gerinnungen zu erzielen, ebenso- 
wenig — im Gegensatz zu Hammarsten (2) — aus entkalkten Seren Throm- 
binlésungen darzustellen. Nach Loucks und Scott (9) sollen sogar schon 
verhaltnismaBig sehr kleine Oxalatkonzentrationen (0,15 bis 0,23) eine 
Inaktivierung des Thrombins bewirken. 


Kastl (17) versuchte auf Veranlassung des einen von uns eine 
Aufklarung der vorliegenden Widerspriiche. Er konnte die Angaben von 
Loucks und Scott in keiner Weise bestatigen ; trotz Anwendung sehr viel 
héherer Oxalatkonzentrationen kam es in seinen Versuchen niemals 
zu einer Inaktivierung der Sera oder Thrombinlésungen. Dagegen 
konnte er aktives Schmidtsches Thrombin aus Seren gewinnen, die nach 
dem Verfahren von Kramer und Tisdall (18) und Schimmelpfeng (19) 
einer sehr rigorosen quantitativen Entkalkung unterworfen waren. 
Diese Untersuchungen bedeuten also eine volle Bestatigung der Angaben 
von A. Schmidt und Hammarsten. Wenig spiter kam Hagle (20) [zitiert 
nach Howell (21)] mit anscheinend ganz ahnlicher Methodik zu dem 
gleichen Ergebnis wie Kastl. 

Schwer verstandlich ist es, wenn neuerdings Scheuring (10) hinsichtlich 
der hemmenden Wirkung der Oxalate in der zweiten Phase der Blut- 
gerinnung schreibt: ,,Hammarsten hat sich aber mit diesem Thema nicht 
naher beschaftigt, weshalb es nétig ist, diese Verhaltnisse eingehender zu 
studieren.*‘ Tatsachlich hat Scheuring selbst die strittige Grundfrage, ob in 
entkalkten Systemen eine Gerinnung des Fibrinogens durch Thrombin 
méglich ist oder nicht, gar nicht gepriift, sondern seine durch Oxalat ent- 
kalkten Thrombinlésungen nach Entfernung des Oxalats durch Dialyse 
vor dem Zusammenbringen mit Fibrinogen stets rekalzifiziert! Er hat also 
offenbar die Unrichtigkeit der Angaben von Schmidt und Hammarsten trotz 
der Bestatigungen durch Mellanby und Kastl vorausgesetzt. Irgendeinen 
Beweis dafiir, dafS das Thrombin eine Calciumverbindung vorstellt, wie 
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dies Scheuring in Ubereinstimmung mit Loucks und Scott annimmt, ver- 
mogen wir den sehr komplizierten Versuchsanordnungen dieses Autors nicht 
zu entnehmen. 

Die vorliegende Arbeit bildet eine Fortsetzung der Untersuchungen 
von Kastl. Sie ist veranlaBt durch eine kurze Mitteilung von Rose Rabino- 
wich (22). Diese Autorin wandte das Verfahren der Elektrodialyse 
zur Entfernung des Calciums in Thrombin- und Fibrinogenlésungen 
an. Wie weit die Entkalkung mit dieser Methode geht, dariiber macht 
sie keine Angaben. Da sie quantitativ gelingt, ist nach den vorliegenden 
Erfahrungen nicht wahrscheinlich. Nach den Angaben der Autorin 
soll zwar Ca-freies Thrombin Ca-haltiges Fibrinogen, nicht aber Ca- 
freies Fibrinogen zur Gerinnung bringen, was auf eine Unentbehrlich- 
keit des Calciums fiir die zweite Phase hindeuten wiirde. Da dieser Be- 
fund in Widerspruch zu den Angaben Hammarstens steht, erschien uns 
eine nochmalige Untersuchung der Frage dringend notwendig. 


II. Experimenteller Teil. 


Zur Entkalkung der zu den Gerinnungsversuchen verwendeten 
Lésungen wurden verschiedene Methoden durchgepriift. Die Elektro- 
dialyse erwies sich als ungeeignet, da auf diesem Wege keine vollstandige 
Entziehung des Calciums gelang. Die Methode von Kramer und Tis- 
dall (18) in der Modifikation von Schimmelpfeng (19), die Kastl (17) 


benutzt hatte, lieB sich zwar bei Thrombinlésungen anwenden, fiihrte 
aber bei Fibrinogenlésungen zu einer Ausflockung. Hingegen lieB sich 
die Vorschrift von Clark (23) in allen Fallen durchfiihren: 


Zu 10cem der zu entkalkenden Lésung werden 3 ccm einer 5 %igen 
Ammoniumoxalatlésung und 1 ccm einer 5 %igen Ammoniumchloridlésung 
gegeben. Dann li8t man mindestens 14 Stunden — in unseren Versuchen 
auf Grund der Erfahrungen von Schimmelpfeng sicherheitshalber sogar 
24 Stunden — stehen. Nach dieser Zeit ist das Calcium quantitativ als 
Oxalat ausgefallen. Dieses wird durch halbstiindiges Zentrifugieren zum 
Absetzen gebracht. Die iiberstehende Fliissigkeit wird abgegossen. Zur 
quantitativen Bestimmung des Calciums wird das Zentrifugenglischen 
zunichst zur Auswaschung der Verunreinigungen des Niederschlags mit 
destilliertem Wasser aufgefiillt, sodann wird 10 Minuten zentrifugiert und 
abgegossen. Diese Waschung wird nochmals in gleicher Weise wiederholt. 
SchlieBlich wird der Niederschlag in 5 cem einer 25 %igen Schwefelsaure auf- 


750 


gelést und bei ungefahr 75° mit n/100 Kaliumpermanganatlosung titriert. 


Die zur Entkalkung gelangenden Fibrinogenlésungen waren ge- 
wohnliches Rinderoxalatplasma (0,9°% NaCl, 1,4 mg-% Ca) ferner 
gereinigte Lésungen von Rinder- und Pferdefibrinogen. Letztere 


wurden nach dem Verfahren von Bordet (24) dargestellt. 


Dabei wird zunachst das als Ausgangsmaterial dienende Oxalatplasma 
zur Entfernung des Prothrombins mit tertiirem Calciumphosphat aus- 
geschiittelt. Sodann wird das Fibrinogen durch Halbsattigung mit Kochsalz 
gefallt und in einer etwa 0,3 %igen Kochsalzlésung wieder aufgelést. Weiter. 
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hin kann eine Verminderung des Kochsalzgehaltes durch Dialyse geg: 
0,9 °oige Kochsalzlésung vorgenommen werden. Eine gut gelungene Bord: 
sche Fibrinogenlésung gerinnt nur durch Thrombin, nicht aber bei Zusa 
von Caleiumehlorid. Der EiweiBgehalt unserer Fibrinogenlésungen betrm 
0,5 bis 0,7 °4 bei einem Calciumgehalt von etwa 1 mg-°, vor der Entkalkun 


Als Thrombinlésungen kamen genuines Schweineserum, sowie di 
sehr aktiven nach dem Verfahren von Mellanby (25) dargestellte 
nicht weiter yereinigten Thrombinlésungen zur Entkalkung. Di: 
Analyse ergab bei einer derartigen Lésung einen Gehalt von 0,63 ' 
NaCl, 04° EiweiB und 10,7 mg-°%%, Ca. 

Bei Plasma, Serum und den Thrombinlésungen ging die Calcium 
fallung ohne irgendwelche Schwierigkeiten vor sich. Die zur Entkalkung 
zugesetzten Ammoniumsalze wurden nach vollendeter Entkalkuny 
zum ygréBten Teil durch Dialyse gegen 0,9 %ige Kochsalzlésung wiede: 
entfernt. Die Entkalkung der Fibrinogenlésungen gelingt dagegen 
nur bei Anwesenheit geniigender Mengen von Kochsalz. Wendet man 
nimlich die Clarksche Methode der Calciumfallung auf dialysierte 
Fibrinogenlésungen von 0,9°, NaCl an, so kommt es zur Ausflockung 
des Fibrinogens. Um dies zu vermeiden gingen wir bei der Herstellung 
kalkfreier Fibrinogenlésungen folgendermaBen vor: 


Nach der zweiten Fallung des Fibrinogens mit Kochsalz und Wieder 
auflésung in 0,3- bis 0,4°iger Kochsalzlésung wurde ohne vorherige Dialyse 
die Kalkfallung vorgenommen. Der Kochsalzgehalt einer derartigen Losung 
betragt durch das von der NaCl-Fallung her dem Fibrinogen adharierende 
Kochsalz weit tiber 1°%. Dadurch wird das Fibrinogen gegen die flockende 
Wirkung der zur Entkalkung verwendeten Ammoniumsalze_ stabilisiert. 
Die nachtragliche Wiederentfernung der Ammoniumsalze erfordert ebenfalls 
besondere Vorsicht. Bei einer laingeren Dialyse kam es regelmaBig 211 
Spontangerinnungen der Fibrinogenlésungen. Offenbar handelt es sich um 
einen denaturierenden EinfluB der Membran, wie ihn Wohlisch (26) be 
schrieben hat. Es erwies sich schlieBlich als das beste, die Fibrinogen 
lésungen auf einem Ultrafilter mit selbst hergestellter Kollodiummembran 
(Alkohol-Ather-Kollodium) auszuwaschen. Es wurde hierbei zuniichst die 
Halfte des Fliissigkeitsvolumens abgesogen, und sodann die eingedickte 
Fibrinogenlésung durch Zusatz von 0,9°,iger Kochsalzlésung wieder aut 
das urspriingliche Volumen gebracht. Dies Verfahren wurde mehrmals 
wiederholt. Es gelang auf diese Weise eine weitgehende Entziehung de! 
zur Fallung verwendeten Salze unter gleichzeitiger Verringerung des Koc}: 
salzgehaltes auf ungefihr 0,9 %%. 


Die entkalkten Fibrinogen- ‘und Thrombinlésungen wurden weite 
hin einer Calciumanalyse unterzogen, indem bei einem Teil der Lésung 


nach dem Abzentrifugieren des Calciumoxalats, vor Entfernung des 
Ammoniumoxalats und Ammoniumchlorids, noch einmal nach de: 
Vorschrift von Clark vorgegangen wurde. Die Lésungen enthielten 
dann also die doppelte Menge Oxalat. Unter Beriicksichtigung des 
Blindwerts der Fliissigkeiten erwiesen sich die Lésungen als kalkfrei. 
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Zu den Gerinnungsversuchen wurden in Reagensglasern je 0,5 cem 
Vibrinogen- und Thrombinlésung zusammengebracht, und im Wasser- 
thermostaten bei 37° im durchfallenden Licht die Zeit vom Versuchs- 
beginn bis zum Auftreten des ersten feinflockigen Gerinnsels festgestellt, 
die wir als Flockungszeit bezeichnen. Jeder Versuch wurde doppelt 
angestellt. Die Ergebnisse der Versuche sind in Tabelle | zusammen- 
vestellt. Sie enthalt die Flockungszeiten bei den entkalkten und den 
als Kontrolle dienenden nicht entkalkten Gerinnungssystemen. Als 
Kontrollen wurden die Ausgangslésungen verwendet, von denen die 
Fibrinogenlésungen durch Dialyse auf einen NaCl-Gehalt von 0,9°% 
vebracht waren. 

Tabelle L. 





Gerinnungssystem Flockungszeit in Min 


Versuch 
Nr. 


ae eee rn : Ca-freies ; Ca-haltiges 
Fibrinogenlisung Thrombinlésung System System 
Pferdefibrinogen Schweineserum 88 17 
Rinderplasma Mellanbylésung 6.6 0,25 
Rindertibrinogen 2 17 0,3 
9 ; 


” ” o- * 
Pferdefibrinogen e 3,5 0, 
0.8 0,3 


Wie aus der Tabelle I hervorgeht, kam es sowohl in den Ca-haltigen 
wie auch in den Ca-freien Systemen ausnahmslos zum Auftreten von 
Gerinnungen. Die, Flockungszeiten der Ca-freien Systeme sind stets 
linger, als die der Ca-haltigen Systeme. Dies war aus folgenden Griinden 
von vornherein zu erwarten; 

1. Die Lésungen wurden bei der Entkalkung durch den Zusatz des 
Ammoniumoxalats und -chlorids im Verhaltnis 10: 14 verdiinnt. Herab- 
setzung der Fibrinogenkonzentration fiihrt in dem fraglichen Konzentra- 
tionsbereich zu einer Verz6gerung der Gerinnung {Woéhlisch, Diebold und 
Kiderlen (27)]. Die Ca-haltigen Kontrollen wurden dagegen unverdiinnt 
in den Gerinnungsversuchen verwendet. 

2. Es ist bekannt, da bei physiologischem Ca-Gehalt die zweite Phase 
schneller ablauft als bei geringerer Ca-Konzentration. 

3. Es ist bekannt, dai das Oxalat, das ja in unseren Versuchen durch 
die Ultrafiltration nicht restlos entfernt wurde, durch seine bloBe An- 
wesenheit gerinnungsverz6gernd wirkt. 

4. Mit groBer Wahrscheinlichkeit diirfte auch das Auftreten des 
Calciumoxalatniederschlags in der Thrombinlésung schadigend auf deren 
Aktivitat einwirken. 

Bedenkt man, dap infolge der Summation dieser Schddigungen in 
unsern Versuchen sehr ungiinstige gerinnungsphysiologische Bedingungen 
herrschten, so kommt man zu dem Ergebnis, dap die Thrombinlisungen 
nach den iiberaus eingreifenden von uns angewendeten Entkalkungs- 
mapnahmen eine erstaunlich hohe restliche Aktivitdt aufweisen. 
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Ill. Besprechung der Ergebnisse. 

Die Ergebnisse der vorstehend beschriebenen Versuche stimme 
vollstandig mit denen der in der Einleitung erwahnten, ahnlich angelegter, 
alteren Versuche von Pekelharing, A. Schmidt, Hammarsten und Mellanh , 
sowie aus jiingster Zeit von Kastl und Eagle iiberein. An Beweiskraft 
sind die neueren Versuche den alteren insofern iiberlegen, als hier die 
Entkalkung der zur Verwendung kommenden Lésungen durch Anwendung 
moderner Verfahren bis an die Grenze des in dieser Hinsicht gegen- 
wirtig Erreichbaren getrieben wurde. Das gleichlautende Ergebnis 
aller dieser Arbeiten ist, dap es auch durch weitestgehende Entziehung 
des Caleiums nicht gelingt, eine vollstindige Inaktivierung einer Thrombin- 
lisung zu erzielen. Zu dem gegenteiligen Ergebnis sind, soviel wir sehen, 
nur Loucks und Scott sowie R. Rabinowich gelangt. Dieser Widerspruch 
wird noch dadurch verscharft, daB die von Loucks und Scott verwendeten 
sehr kleinen Oxalatkonzentrationen nach unsern heutigen Kenntnissen 
iiber die Fallungsbedingungen des Calciums in eiweiShaltigen Fliissig- 
keiten [Greenwald (28), Schimmelpfeng (19), Corten und Estermann (29) | 
zu einer quantitativen Entkalkung des Gerinnungssystems auch nichit 
anniahernd ausreichend waren, ebensowenig wahrscheinlich die Klektro- 
dialyse in den Versuchen von R. Rabinowich. 


Da in der neueren gerinnungsphysiologischen Literatur hinsichtlich 


der Bewertung derartiger Versuche offenbar weitgehende Unklavheit 
herrscht — vgl. hierzu z. B. Scheuring (10) sowie Dyckerhoff und 
Kiirten (30) — miissen wir versuchen, uns iiber die Beweisméglichkeiten 
auf diesem Gebiete grundsdtzlich klar zu werden. 


Die Beantwortung der Frage, ob Calcium fiir die Einwirkung des 
Thrombins auf das Fibrinogen notwendig ist oder nicht, hangt davon ab, 
ob aktives Thrombin durch Entkalkung des Milieus eine echte, spezrfische und 
volistdndige Inaktivierung erfahrt oder nicht. Dies ist folgendermaBen zu 
verstehen: Bei den meisten Eingriffen, denen man das Thrombin im Verlaufe 
derartiger Versuche aussetzt, ist es von vornherein viel leichter, dieses 
Ferment auf unspezifische Weise zu schadigen, als trotz derartiger Kingriffe 
seine Aktivitaét zu konservieren. Schon die bloBe Aufbewahrung der Lésung, 
vor allem aber Zusitze fremder, schadigender oder die Entfernung fordernder 
Stoffe, ferner Dialysen, Ultrafiltrationen oder gar die Vornahme von 
Fallungen in der Fermentlésung kénnen derartige unspezifisch schidigende 
Hinfliisse vorstellen. Ob es dabei zu einer vollstaéndigen Vernichtung oder 
nur zu einer mehr oder minder weitgehenden Reduktion der Aktivitat des 
Thrombins kommt, das wird ceteris paribus vor allem von der Anfangs- 
aktivitat der verwendeten Lésung abhangig sein: in einer von vornherein 
sehr aktiven Lésung wird sich auch nach den schidigenden Eingriffen noch 
eine deutliche Restaktivitaét nachweisen lassen, in einer nur wenig aktiven 
Lésung braucht dies nicht der Fall zu sein. Derartige unspezifisch schiidi- 
gende Einfliisse kénnen also zweifellos in nicht sehr aktiven Lésungen des 
Thrombins eine spezifisch inaktivierende Wirkung der Entkalkungsma/- 
nahmen vortduschen und damit zu dem TrugschluB verleiten, das Calcium sei 
fiir die zweite Phase der Gerinnung unentbehrlich bzw. das Thrombin sei ein 
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Ca-Verbindung. Die Gefahr eines derartigen Trugschlusses wird noch 
dadurch vergr6éBert, daB unbestritten die Wirkung des Thrombins durch 
Erdalkalien in kleinen Konzentrationen, insbesondere durch Calcium, 
begiinstigt wird, woriiber in einer spateren Arbeit ausfiihrlicher berichtet 
werden soll. 

Infolgedessen ist bei Thrombinpraparaten, die wie in vorliegender 
Arbeit entkalkt worden sind und kalkfreies Fibrinogen zum Substrat 
haben, der Nachweis erhaltener Aktivitat ein eindeutiger, der Nachweis 
verlorener Aktivitat dagegen ein sehr vieldeutiger Befund. Der erstere 
bedeutet unter allen Umstinden, daB die Anwesenheit von Calcium 
fiir die zweite Phase nicht notwendig ist, der letztere kann an sich 
sowohl auf eine spezifische Inaktivierung des Thrombins durch Calcium- 
entziehung, wie auch auf eine unspezifische, durch anderweitige 
Schadigung im Laufe des Versuchs, hindeuten. Da jedoch der eindeutige 
Nachweis der Entbehrlichkeit des Calciums in der zweiten Phase durch die 
lbereinstimmung unserer Versuche mit denen der oben erwihntsn zahl- 
reichen friiheren Bearbeiter der gleichen Frage erbracht worden ist, muB 
der Aktivitatsverlust der Thrombinlésungen in den Entkalkungs- 
versuchen von Loucks und Scott sowie von R. Rabinowich unseres 
Erachtens wohl durch die Annahme einer unspezifischen Schaidigung 
dieses Ferments erklart werden. 

SchlieBlich wird auf Grund des Nachweises, daf das Thrombin 
keine Ca-Verbindung vorstellt, die Tatsache verstandlich, daB Pro- 
thrombinprdparate z.B. unter der Einwirkung von Chloroform oder 
Alkohol ohne Anwesenheit von Calcium in Thrombin iibergehen kénnen, 
wie dies Howells Schiiler Cekada (31) fand. Sogar eine spontane, wenn 
auch sehr langsam verlaufende Aktivierung des isolierten Prothrombins 
ist tiibereinstimmend von Cekada und Mellanby (32) beschrieben worden 
und konnte bei einer Nachuntersuchung in unserm Institut (H. Schu- 
bothe, nicht veréffentlicht) bestatigt werden. 

Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, daB die unhaltbare An- 
nahme vom Calciumgehalt des Thrombins bereits in einige Theorien 
der Blutgerinnung ibergegangen ist [Herzfeld und Klinger (33), 
A. Fischer (34)]. 

Wie uns scheint, ist das in unserer Frage vorliegende experimentelle 
Material am besten mit der auch von Howell (21) vertretenen Auffassung 
vereinbar, daB das Calcium bei der Entstehung des Thrombins aus seinen 
Vorstufen nach Art eines Katalysators wirksam ist. 


Zusammenfassung. 


Zur Entscheidung der noch immer strittigen Frage, ob die Anwesen- 
heit von Calcium fiir die Wirkung des Thrombins auf das Fibrinogen 
(zweite Phase der Blutgerinnung) notwendig ist, bzw. ob das Thrombin 
als eine Caleiumverbindung aufgefaBt werden kann, wurden Gerinnungs- 





144 H. Weitnauer u. EF. Wohlisch, 


versuche mit Thrombin- und Fibrinogenlésungen angestellt, die na: 
dem Verfahren von Clark quantitativ entkalkt worden waren. W) 
konnten dabei ausnahmslos eine sehr betrachtliche Aktivitat der Throm 


binlésungen feststellen. Dies Ergebnis stimmt véllig mit dem ahnlic/, 


angelegter Versuche von Pekelharing, A. Schmidt, Hammarsten, Mellanh 
Kastl und Eagle iiberein und beweist eindeutig die Richtigkeit de: 
Hammarstenschen Lehre, dab die Anwesenheit von Calcium fiir di 
zweite Phase der Gerinnung nicht notwendig, das Thrombin also kein: 
Caleiumverbindung ist. Wenn Loucks und Scott sowie Rabinowich schon 
be? EntkalkungsmaBnahmen, die viel weniger eingreifend waren, als 
die von uns angewendeten, einen volligen Aktivitatsverlust ihrer Throm- 
binlésungen fanden, so kann dies, wie in der vorliegenden Arbeit nahe: 
erértert wird, durch eine unspezifische Schadigung des Thrombin: 
in den Versuchen dieser Autoren erklart werden. 
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Weitere Untersuchungen 
iiber die Katalaseaktivierung in lebenden Zellen. 
Von 
Kazuo Yamafuji. 
(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Kaiserlichen Universitat in 


Fukuoka.) 


(Eingegangen am 22. August 1936.) 


Nach meinen friiheren Untersuchungen (1) (2) scheint zwischen 
mitogenetischer Strahlung und katalatischer Wirksamkeit im Organismus 
eine besonders enge Beziehung zu bestehen. Im Zusammenhang mit 
der Ansicht von Gurwitsch u.a., daB die mitogenetischen Strahlen mit 
ultravioletten Strahlen identisch sein miissen, habe ich eine weitere 
Untersuchung (3) angestellt, die ergab, dai durch Belichtung mit 
den Strahlen einer Quecksilberquarzlampe die Katalase in der Hefe- 
zelle und im Seidenraupenei auffallend aktiviert wird. Da bekanntlich 
bei der Ultraviolettbestrahlung von Wasser Hydroperoxyd entsteht, 
nahm ich an, daB die Ursache einer solehen Aktivitatssteigerung in 
der Einwirkung dieses Peroxyds zu suchen ist. Die Richtigkeit meiner 
Vermutung bestitigten die vorliegenden Versuche véollig, obgleich 
in einer Reihe von Angaben in der Literatur berichtet worden ist, daB 
in den meisten Fallen die Aktivitét des Katalasepraparats durch das 
Substrat gehemmt wird. 


Behandelt man eine aus einer etwa 16 Stunden alten Agarkultur her- 
gestellte wisserige Hefeemulsion mit sehr verdiinnter Hydroperoxyd- 
lésung vor, so findet eine Steigerung der Katalasewirkung in den Hefe- 
zellen statt. Diese Aktivierung durch Wasserstoffperoxyd ist also 
eine Zeitreaktion ; sofort nach dem Zusatz ist sie noch nicht zu beobachten, 
nach 1/, Stunde ist sie etwas deutlich, nach 5 bis 7 Stunden wird die 
volle Wirksamkeit erreicht. Der Aktivierungsgrad ist auch von der 
H,O,-Konzentration abhangig. Z. B. stieg der Enzymgehalt von Torula 
colliculosa durch Behandlung mit n/1000 H,O, um 38°, durch n/200 
H,O, um 66 %, durch n/50 H,O,um 45 °. Wahrend dieser Vorbehandlung 
mu die Hefesuspension unter 20° gehalten werden; denn iiber 30° 
ist meist der Zusatz von Hydroperoxyd ohne Wirkung. Bei der Hefe 
in Glucoselésung oder in Kojiwasser und beim Seidenraupenei wird das 
Enzym durch noch konzentrierteres H,O, (n/30 bis n/20) aktiviert. 
Ferner wurde gefunden, daB, wenn die Dauer der Bestrahlung mit 
ultraviolettem Licht nur einige Minuten betragt und die dabei wahr- 
scheinlich entstandene Wasserstoffsuperoxydmenge sehr gering ist, sich 
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nach Zusatz einer entsprechenden H,O,-Menge die Aktivierung «: 
Hefe- sowie Eikatalase durch diese Belichtung noch mehr beschleunig 


Experimenteller Teil. 

Zur Bereitung der Hefeemulsion verwendete ich stets eine 16 bis 18 Stun- 
den alte Agarkultur. Die Kultur der Hefe, die Bebriitung des Eies und die 
Bestimmung der Katalasewirksamkeit erfolgten in ahnlicher Weise wie 
friiher (3). Die Vorbehandlung der lebenden Organismen mit H,O,-Lésung 
wurde bei Zimmertemperatur (unter 20°) ausgefiihrt. Zur Kontrolle dienten 
Organismen, die in Wasser getaucht worden waren. 

Versuch 1. Die Entstehung des Hydroperoxyds infolge der Wasser- 
zersetzung durch Ultraviolettstrahlung geht ganz allmahlich vor sich. 
Deshalb wurden bei diesem Versuch 2 cem (bei Torula colliculosa) bzw. 
lcem (bei Torula rosa) n/100 H,0, tropfenweise zu 10 ccm einer mit 
sterilisiertem Leitungswasser hergestellten Hefesuspension  gefiigt. 
Dann wurde die Enzymaktivitét dieser Suspension ermittelt. 


Tabelle I. 





Vorbehandelt Torula colliculosa | Torula rosa 








_ . ke Rel.t | k.10e =] ORel ke 


ee + 4 ew ees 22,3 100 40,3 100 
Hydroperoxyd ... . 28,4 | 127 45,3 112 


Versuch 2. Da nach meiner Beobachtung die monomolekularen 
Reaktionskonstanten der Katalasewirkung lebender Hefen selbst in 
sehr verdiinnter Substratlésung allmahlich fallen, erschienen uns die 
obenerwahnten Ergebnisse unverstandlich. Ich habe daher den zeitlichen 
Verlauf der Wirksamkeitszunahme untersucht und konnte feststellen, 
daB' die Enzymaktivierung durch zugesetztes Hydroperoxyd keine 
rasch verlaufende Reaktion ist. Wie aus Tabelle IJ ersichtlich ist, ist 
die Wirkung 30 Minuten nach dem Zusatz meist eben erkennbar. 


Tabelle II. 





Torula rosa Torula colliculosa 
(Vorbehandelt mit n/200 Hy» Op») (Vorbehandelt mit n/100 H» O02) 


Stunden nach Stunden nach 
dem Hp O»2- k. 104 | Rel. k dem Hy 0»- 
Zusatz Zusatz 


Vorbehandelt . Vorbehandelt 
mit Wasser 46,8 100 | mit Wasser 


ig 50,0 107 1 
2 55,7 119 31), 
4 58.9 126 6 

r 60,9 130 81), 
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Versuch 3. Die Wirkung der Konzentrationssteigerung des Wasser- 
stoffperoxyds, das bei der Vorbehandlung der Zellen von Torula colli- 
culosa benutzt wurde, auf die Aktivitét der Hefekatalase wird in 
Labelle III gezeigt. 

Tabelle III. 





Vorbehandelt ‘ . Vorbehandelt : . 
init k. 104 Rel. k anit k.104 Rel. k 


Waeer ss 14,6 100 n/200 HyO, . . 24, 166 
n/1000 HyO,. . 20,1 1388 | n/100 H,0, . . 149 
n300 HyO,. . 22,5 154 n/50 HyO, . . se 145 


Versuch 4. Die lebende Zelle von Torula colliculosa wurde in 6 ccm 
n/200 H,O,-Lésung suspendiert und 3 Stunden lang bei konstanter Tem- 
peratur gehalten. Alsdann wurde die Katalase in der Hefezelle bestimmt. 


Tabelle IV. 





Temperatur k. 104 Rel. k Temperatur k.104 Rel. k 


Suspendiert \ 1479 100 200 20,1 117 
in Wasser | : > ; 


10° 20,5 119 30° 17,4 101 


Versuch 5. Bei diesem Versuch wurde die Hefeemulsion mit einer 
5% igen Glucoselésung bzw. mit Kojiwasser hergestellt und so viel n/10 
H,0,-Lésung hinzugefiigt, daB die Gesamtmenge n/50 bzw. n/30 H,O, 
enthielt. Nach dreistiindigem Stehen fiihrte ich die Enzymbestimmung durch. 
Hefe Torula colliculosa. 
Tabelle V. 





Hefe in Glucoselisung Hefe in Kojiwasser 
Vorbehandelt : a Vorbehandelt 
mit k. 104 Rel. k mit k.104 Rel. k 








Wasser owt ae 100 Watt oa 14,3 100 
n/50H,0,. . . || 30,0 120 | n/30H,0,. ..| 206 144 
Versuch 6. Weiterhin wurde der aktivierende EinfluB des Hydro- 
peroxyds auf die Eikatalase von Bombyx mori untersucht. 1 g Eier 
wurden 1 oder 2 Stunden in H,0,-Lésung belassen. Nach Entfernung 
der H,O,-Lésung wurden die so aktivierten Eier mit Sand zerrieben, 
hierauf mit m/100 Phosphatpufferlésung (pu 7,0) 600fach verdiinnt und 
dann ihre Katalaseaktivitat nach der friiher mitgeteilten Methode (3) 


ermittelt. 
Tabelle VI. 





1, Bebriitungstag 3. Bebriitungstag 
(Vorbehandlungsdauer 1 Std.) (Vorbehandlungsdauer 2 Std.) 





Vorbehandelt I Vorbehandelt k. 104 
mit Bee : mit 


Wasser... . | 24.6 100 | Wasser... 
0/100 H,O, . . || 31,0 | 126 | n/20H,O,.. 
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Versuch 7. Die Hefen oder Kier wurden in Hydroperoxydlésu; 
suspendiert und sofort den Strahlen einer Quecksilberquarzlam; 
ausgesetzt. Zugleich wurden auch die Kontrollversuche ausgefiih 
(s. Tabelle VII). 

Tabelle VII. 





Saccharomyces ellipsoideus Torula colliculosa Seidenraupenei 

y Bestrah- \ Bestrah- Vy Bestrah- 
or- lungs- or- lungs- or- lungs- 
behandelt poi Rel. k behandelt deone Rel. k behandelt ee 


mit mit ‘ mit : 
Min. Min. Min. 


Wasser. . 0 100 || Wasser. . 0 100 | Wasser . . 0 
n/300 Hy O» 0 104 | n/200 Hy Oy 0 133 | n/50 Hg 0, 0 
Wasser. . 10 111 | Wasser. . 5 126 | Wasser. . 30 
n/300 Hy O4 10 125 | n/200 Hy Og 5 138 | n/50 HO, 30 
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Uber die Diastasetherapie 
in der Behandlung des Diabetes Mellitus. 
Von 
W. Deichmann-Griibler und Y. C. Myers. 


Aus der Biochemischen Abteilung der ,,Medical School of the Western 
Reserve University** in Cleveland, Ohio.) 


(Eingegangen am 20. Juli 1936.) 


Die in den letzten Jahren erschienenen Arbeiten iiber eine Diastase- 
therapie des Diabetes Mellitus machten zwar eine neue Behandlungs- 
weise aussichtsvoll, doch schien eine Nachpriifung erwiinscht, da die 
Resultate der verschiedenen Autoren nicht iibereinstimmen. 

Kussmaul berichtete 1874 von zwei Diabetesfallen, die er mittels 
Diastaseeinspritzungen in die Vene und in das Unterhautzellengewebe be- 
handelte. Er konnte nach dieser Behandlung eine etwas verminderte 
Zuckerausscheidung im Urin feststellen. Wilson und Strieck injizierten 
gesunden Kaninchen aktive und erhitzte Diastase (Puriss. .Werck), einen 
Malzextrakt vom ,,British Drug House‘‘, sowie drei Diastasepraparate von 
Witte. Sie konnten eine deutliche Hypoglykamie nach intravenéser Be- 
handlung mit frischer oder erhitzter Merckscher Diastase, sowie mit dem 
englischen Praparat feststellen. Dagegen wurde der Blutzuckerspiegel durch 
die drei Witte-Praparate nicht beeinfluBt. Nach rektaler Einfiihrung von 
0,5 g Pankreas- und Takadiastase stellte Rosenfeld an gesunden Versuchs- 
personen einen insulinartigen Effekt fest. Ottenstein injizierte, nachdem 
Kaninchen Gaben von 10mg gut vertrugen, zwei gesunden Versuchs- 
personen 50 und 100 mg intravends. In beiden Fallen stellten sich Ubelkeit, 
Schiittelfrost, Erbrechen, Herzklopfen und Fieber ein, so daB keine Blut- 
zuckerbestimmungen ausgefiihrt werden konnten. Ottenstein ging dann zur 
perkutanen Einverleibung iiber, und zwar wurden die Diastasepriiparate 
energisch in die Hohlhand gerieben. Nach dieser Kehandlungsweise trat 
beim gesunden Menschen eine sofortige Blutzuckersenkung, beim Diabetiker 
aber zunachst ein Anstieg und dann im Verlauf von 1 bis 2 Stunden ein 
Abfall unter den Ausgangswert ein. 


In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung verschiedener 
Diastasen, unter anderem auch von drei Praparaten, welche Oftenstein 


uns liebenswiirdigerweise zur Verfiigung stellte, untersucht. Die Pra- 
parate wurden an gesunde Kaninchen und Meerschweinchen subcutan, 
intravenéds und intraperitoneal verabreicht, und durch percutanes 
Kinreiben normalen Personen sowie auch Diabetikern verabfolgt. 


Blutzuckerschwankungen nach intravendser Diastaseinjektion bei Kanin- 
chen. 15 bis 900 mg Takadiastase wurden in destilliertem Wasser gelést und 
einem 3 bis 4 kg schweren Kaninchen nach 12- bis 24stiindigem Fasten in 
die rechte Ohrvene eingespritzt. In zwei weiteren Versuchen wurde Taka- 
diastase 2 Stunden trocken bei 100°C erhitzt, eine dritte Probe wurde 
unter Druck bei 110° C inaktiviert und dann in gleicher Weise injiziert. Die 
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Blutproben wurden der Mittelvene des linken Ohres entnommen und de: 
Zuckergehalt mittels Mikromethode nach Folin bestimmt. Kurz nach de: 
Injektion von 800 bis 900 mg konnte ein geringer Anstieg des Blutzuckers 
verzeichnet werden, sonst blieben die Werte iiber eine Zeitspanne von 
7 Stunden norma!. Dieselben Ergebnisse wurden in fiinf Versuchen nac}; 
Injektion von 900 bis 1000 mg erhitzter und inaktivierter Takadiastas: 
erhalten. 


Blutzuckerschwankungen bei Kaninchen bei subcutaner Injektion von 
Takadiastase. Da intravenése Einspritzungen nicht den erwarteten Erfolg 
brachten, wurden zw6élf weiteren Versuchstieren 35 bis 900mg Taka 
diastase in wasseriger L6sung subcutan in die Schultergegend injiziert. Der 
Blutzucker wurde auch hier stiindlich festgestellt. Es konnten jedoch 
lediglich Schwankungen beobachtet werden, wie sie in demselben Mable 
auch an den Kontrolltieren verzeichnet wurden. 


Blutzuckerschwankungen nach intraperitonealer Injektion von Diastase- 
praparaten an Kaninchen und Meerschweinchen nach 24 stiindigem Fasten. 
Zwei Kaninchen wurden unter den iiblichen Bedingungen 1,5 mg Pankreatin, 
fiinf Meerschweinchen 100 bis 300 mg Takadiastase und weiteren vier Meer- 
schweinchen 100 und 200 mg Pankreatin intraperitoneal einverleibt. Das 
Blut fiir die Zuckerbestimmungen wurde bei den Kaninchen von der rechten 
Ohrvene, bei den Meerschweinchen vom Herzen entnommen und wie oben 
untersucht. 

Tabelle I. 





Blutzucker in mg-°/9 


‘eo Injiziertes Stunden nach der Injektion 
Tierart Enzym 2 





CE cS Pee OS 1) 4 


Kaninchen Nr.6 . . . 1509mg | 136 186 250 311 372/496 512, tot 
| Pankreatin 
Kaninchen Nr.8 ... Dasselbe 1114 143 200 264) 336 482 472 518 tot 
Meerschweinchen Nr. 1 100 mg 127 120 — 
Takadiastase 
2 Dasselbe 125 139 
3 300 mg 129 195 
Takadiastase 
Dasselbe || 136 | 206 
" 124 192 
100 mg 1} 182 157 
Pankreatin 
Dasselbe 122 | 155 
200 mg 122 190 
Pankreatin 
- Dasselbe 119 208 tot 


Die Versuche (Tabelle I) zeigen eine einwandfreie Hyperglykamie 
nach intraperitonealer Injektion von Takadiastase und Pankreatin. 
Die Kaninchen starben, nachdem der Blutzucker eine Héhe von 512 
und 518 mg-% erreicht hatte. 

Blutzuckerschwankungen nach percutaner Einverleibung von Dia- 
stasepraiparaten bei einer gesunden Versuchsperson. Obgleich die Tigr- 
versuche in therapeutischer Hinsicht negativ ausfielen, erschien es 


_~— aa 


Fe 2) ee eel 
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winschenswert, den eventuellen Effekt nach percutaner Diastase- 
behandlung am Menschen unter Dextrosebelastung zu priifen. Ange- 
wandt wurden Ottensteins selbsthergestellte Praiparate ,,H“, ,,.B’ und 
,.Na‘‘, die nach ihren Angaben eine sehr starke hypoglykamische Wirkung 
zeigen, sowie Takadiastase, Pankreatin und Malzdiastase. Als Versuchs- 
person diente einer von uns (W. Deichmann-Griibler, 65 kg). 

Am ersten Versuchstag wurde die normale Toleranz nach 10 Stunden 
Fasten und nach Aufnahme von 80 g Dextrose per os bestimmt. Die Blut- 
zuckerschwankungen wurden nach je 30 Minuten 3 Stunden lang nach der 
Folinschen Mikromethode festgestellt. Am folgenden Tag wurde die Ver- 
suchsanordnung wiederholt, mit dem Unterschied, da8 kurz vor der Zucker- 
aufnahme 600 mg eines der Diastasepriparate mit Hilfe von 5 cem Wasser 
energisch nach dem von Ottenstein vorgeschlagenen Verfahren in die Hohl- 
hand gerieben wurde. Hierauf folgte ein Ruhetag, und dann wurde das 
Experiment unter Anwendung eines anderen Praparats wiederholt. 

Tabelle II zeigt, daB die unter diesen Bedingungen natiirliche 
Hyperglykamie nach percutaner Einverleibung des Praparats nicht 
zur maximalen Héhe ansteigt. Takadiastase zeigt die gréBte blut- 
zuckersenkende Wirkung. 


Tabelle Ll. 





Blutzucker in mg-°/, 


Angewandtes Minuten nach der Zuckeraufnahme 
Diastasepriparat accion ; : ; 


30 60 i | 90° “i ® 120 150 180 


: | 
Kontrollbestimmung . . . . 119 | 198 | 170 146 | 125 
Praparat ,Na“ . . . . . . 116 | 170 | 156 144 | 118 


Kontrollbestimmung . . . . || 110 190 | 168 | 147 | 111 | 104 
Praparat ,H“. . . . . . .) 110 | 188 | 140 | 187 | 107 | 99 


Kontrollbestimmung . . . . || 119 | 195 | 170 151 120 110 
PUADSEOR CI coo co's oo ede | ARAL Ue 163 160 108 


Kontrollbestimmung . . . . || 110 | 191 | 161 130 | 107 94 
Pankreatin ........{ 98 | 160 | 158 | 180 | 105 90 


Kontrollbestimmung . . . . | 109 | 190 | 169 152 110 93 
Malzdiastase ......./ 112 | 171 158  =183 | 110 | 100 


Kontrollbestimmung . . . . || 112 188 156 | 1386 | 113 | 92 
Takadiastase*. ..... . || 116 | 185 123 90 | §7 86 


* Durchschnitt von drei Experimenten. 


Blutzuckerschwankungen nach percutaner Einverleibung von Taka- 
diastase bet Diabetikern. Das Experiment wurde an zwei Diabetikern, 
einem mit Diét behandelten Mann von 50 Jahren und einer 55jahrigen 
Frau, die schon seit Jahren an Diabetes mellitus leidet und taglich 
10 bis 15 Einheiten Insulin bedarf, wiederholt. Beide Patienten fasteten 
10 Stunden bei unterbrochener Insulinbehandlung, und nachdem die 
Kontrollblutprobe entnommen war, wurden 27 bis 150 mg Takadiastase 
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mittels einiger cem Wasser eingerieben. Nach 2 bzw. 3 Stund 
wurde die zweite Blutprobe entnommen und wie oben analysiert. 1: 
Urinzucker wurde nach Benedict bestimmt. Die Resultate in de; 
Tabellen II] und IV zeigen, daB der Blutzucker durch diese Behanc 
lung bei dem leichten Diabetiker giinstig beeinfluBt wurde, sich jedoch 
bei der Frau ohne nennenswerte Schwankungen konstant verhielt 
Der Urinzucker sank jedoch in beiden Fallen nach jeder Behandlung 
von 1 bis 2% auf 0,1 bis 0.4%. 


Tabelle III. Einflu8 von percutaner Verabreichung von Taka 
diastase an einen unbehandelten Diabetiker (J. W.). 





Blutzucker in mg-°/9 Blutzucker in mg-' 
mg Takadiastase eae: Caccaa ieee 


mg Takadiastase ee 
Pa or ¢ 
eingerieben vor der 


3 Std. eingerieben “ 3 Std. 
spiter Behand- Spiiter 


vor der 
Behand- 


lung lung 


Kontrollbestimmung 158 153 40 144 130 
i. 160 154 80 130 113 

163 150 80 127 107 

100 163 142 
27 171 183 100 159 124 
35 163 143 120 134 103 
35 162 149 150 173 123 
40 153 139 150 160 119 





Tabelle IV. EinfluB von percutaner Verabreichung von Taka 
diastase auf eine mit Insulin behandelten Diabetikerin (B. R.). 





v 
Blutzucker in mg-°/9 Blutzucker in mg-° 


mg Takadiastase ‘oni tee mg Takadiastase 
eingerieben ‘ 3 Std. eingerieben 
8 Behand- r 
lung spater 


vor der 
Behand- 
lung 


3 Std. 
spiiter 


Kontrollbestimmung 170 164 60 157 | 139 
x 168 160 80 156 | 140 
% 192 184 80 | eae 7 ey ame Ig 
100 } 172 152 
40 172 150 120 | 164 | 150 
40 | 152 144 120 168 150 





An einer Reihe von Zuckerkranken des Universitatskranken 
hauses wurde daraufhin Takadiastase unter denselben Bedingungen 
angewandt. Die Resultate bestatigen die obigen Befunde und werden 
daher nicht angefiihrt. In acht Fallen mit einem Nichternblutzucker- 
gehalt von 130 bis 160 mg-°%% konnte nach percutaner Verabreichung 
von 160mg Takadiastase ein Riickgang des Blutzuckers von durch 
schnittlich 37°, wahrend 7 Stunden beobachtet werden. In 17 schweren 
Fallen trat keine giinstige Beeinflussung ein. 
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SchlieBlich wurde gepriift, ob die enzymatische Wirksamkeit der 
angewandten Diastasepraparate parallel der hypoglykamischen Wirkung 


veht. Zu diesem Zweck wurde 0,1 g von jedem Enzym in 8 ccm Wasser 
suspendiert, bei 40°C mit 2cem einer 1 °,igen Starkelésung versetzt 
und die Abbauprodukte mittels der VW yers-Bailey-Methode bestimmt ; 
nach Abzug der Kontrollbestimmungen wurden die Werte auf lg 


Knzym umgerechnet. 


Tabelle V. Enzymatische Kraft pro Gramm Enzym. 


La ccs Lage) aie Mert rd eae ale de A ar es 50 
a Sa cater Le erie ere § an de 67 

- SRE ayo Gs se Seats gti. oh epee 
Pankreatin, U.S: P.. Bmdm Pe... se. ww SR 
“ cet Me es ee RSS ee. 2 See 
Takadiastase, Parke, Davis & Co... ....... «759 
Malzdiastase, U.S. P.. Thomas & Co... . P . . 1060 
Pe re Use ba meee oe eS Pe) ae 

* = U.S.P., Eimer & Amend ...... 1430 


Aus Tabelle V ist ersichtlich, daB die Malzdiastase (.Verck) die gréBte 
diastatische Kraft besitzt, wihrend Takadiastase, welche in den Zucker- 
belastungsexperimenten die gréBte hypoglykimische Kraft zeigte, 
nur etwa halb soviel Starke abbaut. 


Zusammenfassung. 

Die intravenése Einspritzung von Takadiastase hat bei Kaninchen 
und Meerschweinchen keinen KinfiuB auf den Blutzuckerspiegel. Nach 
intraperitonealer Injektion machte sich jedoch in allen Fallen eine 
ausgesprochene Hyperglykimie bemerkbar, die bei hohen Gaben den 
Tod der Tiere verursachte. 

Alle angewendeten Diastasepraparate zeigten unter Dextrose- 
belastung am gesunden Menschen eine blutzuckersenkende Wirkung. 
Am iiberzeugendsten waren die Befunde nach percutaner Einverleibung 
von 600mg Takadiastase. Wahrend der Zucker im Kontrollversuch 
auf 188 mg-°% anstieg, konnte in drei Experimenten eine Durchschnitts- 
blutzuckerkonzentration von 135 mg-°%, festgestellt werden. Das 
Praparat ,,H“‘ zeigte ahnliche Wirkungen, doch waren unsere Gaben 
dreiBigmal gréBer als die von Ottenstein angewandten. 

In Diabetikern mit einem Niichternblutzuckergehalt von nicht mehr 
als 160 mg-°% konnte eine giinstige Beeinflussung besonders des Kohlen- 
hydratstoffwechsels nach percutaner Behandlung mit 100 bis 150 mg 
Takadiastase beobachtet werden. Noch iiberzeugender war die Wirkung 
auf den Harnzucker, der waihrend 3 Stunden im Durchschnitt von 
1,21 °% auf eine nicht bestimmbare Spur sank. An insulinvorbehandelten 
-atienten konnte auch meistens ein Riickgang des ausgeschiedenen 
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Urinzuckers beobachtet werden, die Hyperglykamie wurde jedo 
nicht beeinfluBt. Keine Versuchsperson, ob die Resultate positiv od: 
negativ waren, hatte unter den von Ottenstein beobachteten Symptome 
zu leiden; dies gilt auch nach achtmaliger Einreibung von 600 my 
eines Diastasepraparats. Allerdings ist wohl in keinem Falle das Enzym 


quantitativ eingerieben worden. 

Die Befunde Wilsons und Striecks werden durch unsere Unter 
suchung bestatigt, da auch wir fanden, daB die blutzuckersenkend« 
Wirkung der enzymatischen Wirksamkeit nicht entspricht. In letztere: 
Hinsicht sind die Malzdiastasen am wirksamsten, dann folgen Taka 
diastase, Pankreatin und die Praparate ,,B’, ,,H“ und ,,Na‘‘. Taka 
diastase bewirkt die gréBte Senkung des Blutzuckers, dann folgen 
Praparat ,,H‘*, Pankreatin, Praparat ,.Na“, Praparat ,,B‘‘ und zum 
SchluB die Malzdiastasen. 

Diese Resultate lassen es zweifelhaft erscheinen, ob die hypo- 
glykimische Funktion auf das Enzym selbst zuriickzufiihren ist. Ks 
besteht vielmehr die Méglichkeit, daB es sich hier um eine hypoglykami- 
sche Substanz handelt, die mit dem Ferment zusammen in der Natu: 
vorkommt, und welches durch die verschiedenen Reinigungsverfahren 
mehr oder weniger zerstért wird. 
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Untersuchungen iiber den Aggregationsmechanismus 
der Erythrocyten’. 
Von 
Bertil Swedin. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
Stockholm.) 


(Eingegangen am 26, August 1936.) 
Mit 18 Abbildungen im Text. 


1. Uber die Aggregation der Erythrocyten in elektrodialysierten 
Suspensionen. 


Einleitung. 

Der erste, der beobachtete, daf Rinderblutkérperchen aggregieren, 
wenn die Serumbestandteile mit physiologischer Saccharoselésung weg- 
gewaschen werden, war wahrscheinlich Garber (1). Er zeigte, daB die durch 
Waschen aggregierten Blutkérperchensuspensionen bei zehnstiindigem Auf- 
bewahren in der Kialte spontan desaggregiert werden. Geirber zeigte auch, 
daB diese Aggregation mit dem Salzgehalt im Suspensionsmittel in engem 
Zusammenhang stand. Schon so kleine Mengen, wie 0,5°/y, NaCl oder 
0,01 °/9, Na,CO, verhinderten die Aggregation oder wirkten auf eine aggre- 
gierte Blutkérperchensuspension desaggregierend ein. Die Blutkérperchen 
aggregieren auch in physiologischer Glucoselésung bei geeigneter Ver- 
diinnung und lassen sich durch Zusatz von kleinen Mengen Elektrolyt 
zum Suspensionsmittel (0,0072% NaCl) nach Radsma (2) wieder des- 
aggregieren. Die Erklarung fiir die Aggregierung ist, seiner Meinung nach, 
daB8 die Blutkérperchen in Lésungen von Nichtelektrolyten einen mehr 
hydrophilen Charakter haben, sowie das Bestehen einer schwach sauren 
Reaktion im Suspensionsmittel. 

Bei einer Untersuchung dieser Blutkérperchensuspensionen mit elektro- 
lytarmen Suspensicnsmitteln fand Coulter (3), daB ein Donnan-Gleich- 
gewicht die Verteilung der H’- und Cl’-Ionen zwischen den Blutkérperchen 
und dem Suspensionsmittel bestimmt. Ist die Salzkonzentration im Sus- 
pensionsmittel gering, so hat dies die Entstehung einer thermodynamischen 
Potentialdifferenz von bedeutender GréBe zur Folge. Diese Potential- 
differenz hat positives Vorzeichen gegeniiber dem Suspensionsmittel, obgleich 
das elektrokinetische Potential negativ ist. Als Erklarung dieses Wider- 
spruchs gibt der Verfasser an: ,,the existence at an outer phaseboundary 
of a second Donnan equilibrium the nature of which is determined by 
the ionization of the protein of the cell membrane“. 

Oliver und Barnard (4) (5) fanden, daB die negative Ladung der Erythro- 
eyten in einer isotonischen Rohrzuckerlésung auf einen so niedrigen Wert 
sank, daB dieser nicht mehr bestimmt werden konnte; gleichzeitig aggre- 
gierten die Blutkérperchen und die Suspension verlor demzufolge ihre 
Stabilitat. Die Verfasser betonen, da dieses Verhalten in einem auf- 


1 Diese Untersuchungen wurden durch Mittel aus der Stiftung 
Johan och Thérése Anderssons Minne‘ erméglicht. 
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fallenden Gegensatz zur Permanenz der Ladung von beispielsweise Ko! 
diumpartikelchen in elektrolytfreien Suspensionsmitteln steht. Es wurd 
ferner zwei verschiedene Typen von Stabilitat in Blutk6érperchensuspension 
beobachtet: bei kleinen Elektroiytkonzentrationen war die Stabilitaét von 
der elektrischen Ladung des Blutkérperchens abhangig, bei gr6Beren «| 
gegen war kein Zusammenhang zwischen Ladung und Stabilitaét vorhande,. 

Alle diese Forscher arbeiteten mit verdiinnten Erythrocyten 
suspensionen (Oliver und Barnard z. B. mit héchstens 5 %igen). Six 
muBten die Erythrocyten mehrmals waschen, bevor sie aggregierten 
(Oliver und Barnard wuschen zuerst dreimal mit 0,9°%igem Na(|, 
danach fiinfmal mit 10 °,iger Saccharoselésung). Da die Einwirkung 
wiederholter Waschungen auf die Struktur der Erythrocyten in dei 
Phasengrenze zwischen diesen und dem Suspensionsmittel noch nicht 
geklart ist, mu man versuchen, die Anzahl der Waschungen méglichst 
auf ein Minimum zu beschranken. 

Ich habe versucht, die Aggregationsverhaltnisse in elektrolytarmen 
Blutkérperchensuspensionen, die in bezug auf die Erythrocytenkonzen- 
tration physiologisch waren, zu untersuchen. Um eine Aggregation in 
diesen Suspensionen (Rinderblutkérperchen) herbeizufiihren, mubte 
ich die Blutkérperchen bis zu zehnmal waschen, bevor ich geniigence 
Aggregation bekam. Ich arbeitete deshalb eine andere Methode aus, 
um die Elektrolytkonzentration im Suspensionsmittel zu reduzieren. 


Die Elektrodialyse der Blutkérperchensuspensionen zeigte sich dafii 


als besonders geeignet. 
Methodik. 

Die elektrische Leitfahigkeit in Elektrolytlésungen wurde in tiblicher 
Weise mittels eines etwas modifizierten WiderstandsgefaiBes bestimmt. 
Alle Werte fiir die elektrische Leitfahigkeit wurden auf 20°C reduziert 
unter Abzug von +. 2°, fiir jeden Grad Temperaturabweichung [/’. Koh/- 
rausch (6)].. Die vorliegende Untersuchung wurde gréBtenteils in einem 
temperaturkonstanten Zimmer bei 20° + 0,03° ausgefiihrt. 

Die Chloridbestimmungen erfolgten mittels elektrometrischer Titration 
nach Erich Miller. Als Indikatorelektrode wurde ein Silberstab und als 
zweites Halbelement gesaitt. KCl/Hg,Cl,/Hg verwendet, welches mit einem 
gesitt. K.NO,-Agarheber mit der Probelésung in Verbindung stand. Das 
entstandene Potential wurde mit Hilfe eines Potentiometers mit Galvano- 
meter (Fabrikat von Leeds u. Northrup) gemessen. Das Umriihren geschalh 
mit Hilfe eines elektrischen Motors, der mit einem in geeigneter Weise 
abgeplatteten Glasstab in Verbindung stand. 

Titrierkurven wurden mit n/250 AgNO, und einer genauen Kochsalz 
lésung, bereitet aus gegliihtem NaCl, gemacht. Das Umschlagspotential 
wurde zu -~— 269 Millivolt bestimmt. 

Die mittleren Abweichungen vom Mittelwert bei Cl-Bestimmungen 
betrugen etwa + 1° in Proben, die in bezug auf Cl 50 bis 200 millimolai 
waren. 

Die Titrierungen wurden in saurer Lésung ausgefiihrt; wenn Eiweils 
oder Natriumnucleinsaure nicht vorhanden waren, wurden 2 cem 2n H,SO, 
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10cem Aqua dest. zugesetzt, sonst geeignete Mengen 10° ige Trichlor- 
essigsiure. Zur Kontrolle der Trichloressigsiure, die bei langerer Auf- 
bewahrung Chloridionen abspaltet, wurden immer Blindproben angestellt. 

Die Gesamtalkalimengen in den Kathodenfliissigkeiten wurden durch 
azidimetrische Titration mit n/50 HCl und n/50 NaOH mit Phenolphthalein 
als Indikator erhalten. So gut wie méglich wurde bei allen Titrationen in 
derselben Serie dasselbe Titriervolumen beibehalten. Ammoniak und 
Kohlensiure wurden durch Kochen in alkalischer bzw. saurer Lésung 
entfernt. Die Abweichungen vom Mittelwert bei Doppelproben lagen immer 
unter +. 2%. 

Natrium-, Kalium- und Calciumanalysen wurden nach einer spektro- 
graphischen Methode nach H. Lundegardh (7) (8) ausgetiihrt. Nach meinen 
Versuchsergebnissen gab diese Methodik eine mittlere Abweichung vom 
Mittelwert von -+ 7° in einer Serie von 100 Kaliumproben mit Kon- 
zentrationen zwischen | und 100 Millimol pro Liter. 

Der Natriumgehalt wurde in einer Reihe von Versuchen mittels einer 
Methode nach Barber und Kolthoff (9) bestimmt, welche sich auf eine 
gravimetrische Bestimmung von Uranyl-Zink-Natriumacetat griindet. Die 
Proben sollen zwischen 5 bis 30mg variierende Mengen Na enthalten, 
weshalb in den meisten Fal’en die Proben, welche bestimmt werden sollten, 
in kleinen Porzellantiegeln von 13 ccm auf ein geeignetes Volumen ein- 
gedampft werden muBten, in welchen dann die Fallung ausgefiihrt wurde. 
Filtrieren und Waschen derselben geschah dann mit Hilfe von Filtrierstaben. 
Die Porzellantiegel mit den Filtrierstiben wurden ohne und mit der Fallung 
nach Trocknen im Vakuum gewogen. Die Methode gab bei den oben an- 
gegebenen Mengen eine Genauigkeit von -+ 1%. 

Die Wasserstoffionenkonzentration wurde mit einer Glaselektrode und 
einem Audionréhrenpotentiometer (Fabrikat: Cambridge Instrument Co., 
Ltd.) bestimmt. Bei diesen Bestimmungen ist darauf zu achten, dal 
zwischen jeder zweiten und dritten Bestimmung die gesattigte KCl-Lésung 
in der Leitung zwischen dem Kalomelelement und dem GefaB, in welchem 
sich die Probe befindet, erneuert wird, da in dem Kreis sonst Extrapotentiale 
erhalten werden, die das Resultat falschen kénnen. Ferner soll der Film mit 
gesitt. KCl, das den elektrischen Strom an den geschlossenen Hahnen 
voriiberleitet, immer méglichst dieselbe Dicke haben, was dadurch er- 
moéglicht wird, daB die Hahne nicht zu hart hineingepreBt werden, so daB sie 
sich ziemlich leicht drehen lassen. Beachtet man die vorerwaihnten Vorsichts- 
maBnahmen, so kann man den py-Wert bis zu + 0,02 genau bestimmen. 

Alle Elektrodialysen (ED) wurden in dem von Odén und Wijkstrém (10) 
konstruierten Apparat ausgefiihrt. 

Dieser hat drei Teile, die aus mit Zaponlack tiberzogenem Teakholz 
hergestellt sind: ein Zwischenteil, das aus einer Mittelzelle sowie aus zwei 
Elektrodenteilen besteht, welche mit einem Raum fiir Elektrodenfliissigkeit 
und Elektroden versehen sind. Diese drei Teile werden mit vier Schraub- 
zwingen zusammengefiigt, nachdem zu beiden Seiten des Zwischenteiles 
die Membranen angebracht worden sind, die ihrerseits zwischen Gummi- 
packungen liegen. Im Mittelteile befindet sich eine Kiihlschlange aus 
diinnem Pyrexglas, durch welche Leitungswasser rinnt, ein Riihrer aus 
Glas sowie ein Thermometer. 

Die Elektroden stehen in 75cem Fliissigkeit, da die Elektroden- 
kammern immer vollstandig gefiillt sind. Die Zufuhr von Wasser geschieht 
von oben und der Ablauf durch den Boden der Elektrodenkammern. Die 
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Spiilungsgeschwindigkeit wird durch Kapillarrohre geregelt, die fiir v: 
schiedene DurchfluBgeschwindigkeit gewahlt werden kénnen; sie werd 
an dem Ablauf im Boden angeschlossen und danach wird den Elektrod: 
kammern hinreichend Wasser zugefiihrt, was mittels der dort angebracht: 
Wasserstandmesser kontrolliert wird, die wiihrend des Versuchs auf beide:, 
Seiten ein konstantes Niveau aufweisen miissen. Die Mittelzelle hatte ein: 
Inhalt von etwa 500cem. Die Membranen und Platinelektroden hatt: 
einen Durchmesser von etwa 10,5 em. 

Die Klemmenspannung betrug bei allen Versuchen 220 Volt und dic 
Stromstirke zu Beginn des Versuchs im allgemeinen 0,5 Amp. Trotzdem 
konnte die Temperatur sogar wihrend der wirmsten Jahreszeit zwischen 
+ 13° und + 20°C gehalten werden. (Die Geschwindigkeit der Umriihre: 

propeller durfte jedoch nicht zu groB sein, um die Gefahr eine: 
Ly Haimolyse der Blutkérperchensuspensionen auszuschlieBen. ) 


Als Membranmaterial wurde gewéhnlich Pergamentpapie: 
verwendet. Es ist seinem Charakter nach negativ und man erzielt 
infolge einer Anionenstase in der Pergamentmembran eine Reten 
tion der Anionen in der Zwischenfliissigkeit [Bethe und Toro 
poff (11)], was innerhalb eines gewissen Zeitraumes wahrend de1 
Elektrodialyse einen vermehrten Séuregrad verursachen wiirde. 
Die GréBe desselben hangt jedoch sehr von dem Charakter der in 
der Zwischenfliissigkeit vorhandenen Elektrolyte ab, vor allem, 
wenn ein hochmolekularer, nicht permeabler Elektrolyt darunte1 
ist. Man hat positive Membranen u. a. aus Hamoglobin und Chrom- 
gelatine [Freundlich und Loeb (12)] hergestellt, um die entstandene 
pu-Verschiebung zu kompensieren, was in gewissen Fiillen gelungen, 
in anderen dagegen miBlungen ist. Reiner (13) meint, da die 
Ladung der Membranen eine untergeordnete Rolle spielt, und daj} 
eine pq-Anderung, bedingt durch den isoelektrischen Punkt des 
Ampholyten, entstehen muB, selbst wenn ideale, nicht geladene 
Membranen verwendet werden. Selbstredend kommt ja auch der 
verschiedenen Wanderungsgeschwindigkeit der verschiedenen Ionen 
in dieser Hinsicht eine Bedeutung zu. 














S Die Senkungsreaktion wurde in einer Reihe von Fallen nach der 
Abb. 1. Methode von Westergren bestimmt. Die hierbei erhaltenen Werte 
sind mit SRw angegeben. 

In anderen Fallen, vor allem wo es sich um sehr stark aggregierte 
Suspensionen handelte, habe ich die folgende Methode benutzt: Die Blut 
k6érperchensuspensionen wurden in 300mm hohe Rohre (siehe Abb. 1) mit 
einem inneren Durchmesser von 7 mm aufgesaugt. Am oberen Ende des 
Rohres befindet sich ein Hahn, wihrend das untere offen ist und unmittelbar 
unter der freien Fliissigkeitsoberfliche des Teiles der Blutkérperchen 
suspension steht, die in einem unter dem Sedimentationsrohre angebrachten 
Reagensglase enthalten ist. Das Volumen der im Sedimentationsrohre 
enthaltenen Suspension soll wenigstens ebenso groB sein wie das im Reagens- 
rohrchen. Die Suspension wird in das Sedimentationsrohr hinaufgesaugt, 
so daB der Abstand zwischen der oberen und unteren Fliissigkeitsober 
flache 250 mm betragt. Durch diese Anordnung wurde der Packungseffekt 
bedeutend reduziert, der entsteht, wenn man die Blutkérperchen sich am 
Boden eines unten geschlossenen Sedimentationsrohres anreichern 1abt. 

Die Blutkérperchen fallen aus dem Sedimentationsrohre aus und 
sammeln sich am Boden des Reagensglases, an ihrer Statt dringt das Sus- 
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pensionsmittel in das Sedimentationsrohr hinauf. Geschieht die Sedimen- 
tation mit zu groBer Geschwindigkeit, so entsteht Turbulenz im System, 
wobei die Fallgeschwindigkeit der Partikelchen reduziert wird. Dies tritt 
indessen erst bei einer Fallgeschwindigkeit 1 ¢em/60 Sekunden ein, d. h. in 
verdiinnten Suspensionen mit groBen makroskopischen Blutkérperchen- 
aggregaten. Diese Werte wurden ausgeschlossen, da sie kein Interesse hatten. 


Diskussion der Senkungsreaktionskurven. 


Die Senkungsreaktionskurve, die man z. B. bei Anwendung der Wester- 
grenschen Methodik erhalt, verlauft S-f6rmig. Das Aussehen der Kurve 
wurde von Fahraeus (14), Westergren (15), Lundgren (16) und Rothe (17) u. a. 
diskutiert. Letztgenannter teilt die Kurve in drei Teile: 

l. ,,Praagglutinationssenkung‘*, die die erste Biegung umfaBt, 

2. ,,Agglutinationssenkung‘*, welche den geraden Teil der Kurve aus- 
macht, 

3. ,, Sackung‘‘, den letzten Bogen 
der Kurve, der durch den ,,Packungs- 
effekt’* verursacht wird. 

Zur Erlangung’ vorstehender 
Kurven habe ich pathologisches 
Menschenblut verwendet, das nach 
der Methode Westergrens gewonnen 
wurde. Die eine Kurve wurde mit 
der Sedimentationsanordnung von 
Westergren (SRw) erhalten, die an- 
dere mit der vorbeschriebenen Me- 
thodik (SRsw). 

Die Kurven hatten einen fiir 
diese Kurven recht charakteristi- 
schen Verlauf. Der gerade Teil der 
SRw-Kurve ist’ verhaltnismaBig 
kurz; in der Kurve SRgy dagegen Sicko 
ist der gréBte Teil gerade, was aut 0 0 2 3 40 50 60 70 80Min. 
die Beseitigung des Packungseffektes 
zurickzufiihren ist. Diese Kurven 
geben das Verhaltnis Weg-Zeit an. 
Bei einem gewissen Abszissenwert (Zeit) erhalt man auf der Ordinate die 
gesamte Wegstrecke, welche die betreffende Blutkérperchenportion zu- 
riickgelegt hat. Ware der Verlauf der Sedimentationskurve geradlinig 
(von Zeit 0 und Weg 0 ausgehend), dann kénnte man einen exakten 
Wert fiir die Sedimentationsgeschwindigkeit erhalten; da aber die Kurve 
niemals einen solchen Verlauf nimmt, kann man auf diese einfache 
Weise nicht die Sedimentationsgeschwindigkeit erhalten. In diesen Fiillen 
hingegen ist die exakte Sedimentationsgeschwindigkeit die erste Ableitung 
der betreffenden komplizierten Funktion, welche das Aussehen der Kurve 
bedingt, d. h. die Neigung der Sedimentationskurve. Betrachten wir nun die 
Kurve SRw, so finden wir, daB die Neigung der Kurve konstant ist, ab- 
gesehen von einer kleinen Strecke in der Gegend ihres Inflexionspunktes. 
Die Neigung der Kurve dort gibt gerade die exakte Sedimentations- 
geschwindigkeit der betreffenden Blutkérperchenportion an. Lundgren 
(l.e.) hat diesen Unterschied zwischen der gewoéhnlichen SR-Ablesung 
(nach 1, 2 und 24 Stunden) nach Westergren und der wirklichen Sedimenta- 








Abb. 2. Senkungsreaktionskurve. 
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tionsgeschwindigkeit eingehend diskutiert Man erhalt letztere durch A: 
wendung seiner Tangentenmethode, der er recht groBen praktischen Wer: 
beimiBt. Westergren (18) auBerte jedoch in einem Diskussionseinwurf, da 
er selbst seit 1919 eine solehe Tangentenmethode auszuarbeiten versucht 
habe. Er meint indessen, daB diese Methodik keine gré8eren Vortei! 
biete, vor allem infolge der Schwierigkeit, die Tangente zur Kurve exak( 
ziehen zu kénnen, ohne da} sie oft eine aufs Geratewohl ausgezogene Lini 
wird. Die Kurve SRsy dagegen wird nach einem relativ kurzen Verlau/ 
geradlinig und die wirkliche Sedimentationsgeschwindigkeit kann graphisch 
leicht erhalten werden. 

Eine einzelne Ablesung beispielsweise in der Zeit 60 Minuten 
bedeutet, daB man eine Gerade zwischen den Kurvenpunkten der Zeit () 
und 60 Minuten zieht. Die Neigung dieser Geraden ist nicht identisch mit 
der Neigung der Kurve (und der Fallgeschwindigkeit der Blutkérperchen 
Aus den Kurven wurden folgende Werte erhalten: 





‘ SRy Sksy 

Baeve mm/ Min. mm/Min. 
Neigung der Geraden in der Zeit 60 Min... . . 1,2 2,35 
Neigung der Kurve innerhalb des geraden Teiles . 2,59 4,90 

Demnach macht die Neigung der Geraden (SR) nur 48 bzw. 58,7 ° 
der Neigung der Kurve innerhalb des geraden Teiles (der wirklichen Sedimen 
tationsgeschwindigkeit) der Kurven SRw und SRey aus. Diese Abweichung 
reduziert sich selbstverstandlich, je weniger ausgesprochen die erste Biegung 
der Kurve ist. Natiirlich ist das Verhaltnis zwischen der Neigung der 
Geraden und der Kurve nicht konstant, sondern es variiert, je nachdem wo 
die Gerade gezogen wird. Die Neigung der Geraden (SR) ist zwar eine 
Funktion der Sedimentationsgeschwindigkeit der Blutkérperchen, im all 
gemeinen aber nicht mit ihr identisch. 

Es kann nunmehr als bewiesen angesehen werden, daB die Fallgeschwin 
digkeit des Blutkérperchenaggregats von der GroBe des Aggregats abhangig 
ist, welche ihrerseits von gewissen Faktoren in der Suspension abhiingt : 
diese Faktoren sind ja eingehend studiert und in letzter Zeit statistisch 
nicht zu der wirklichen Sedimentationsgeschwindigkeit der oberen Blut 
kérperchenportion, sondern zu der Neigung der vorerwihnten Geraden in 
Beziehung gesetzt worden (die sogen. ,,Senkungsreaktion", SR). 

Natiirlich kann man die SR dazu benutzen, um den Aggregationsyrad 
annahernd anzugeben. In meinen Untersuchungen gebe ich die Neigung 
der Geraden bei der Sedimentation in der oben beschriebenen Anordnung 
mit offenem Boden an und nenne sie SRsy. In nur wenigen Fallen benutzte 
ich die Methodik Westergrens (SRw), da seine Sedimentationsrohre (etwa 
2.5mm im Durchmesser) fiir meine grobdispersen Blutkérperchensuspen 
sionen zu eng waren. 


Beschreibung der Versuche. 


Versuch I. Elektrische Leitfahigkeitsianderung in der Wasch 
fliissigkeit bei wiederholtem Waschen roter Blutkérperchen. 


Geschlagenes Rinderblut (Hamatokrit 31,3°,) wurde fiinfmal mit 
10 %iger Saccharoselésung in einer ,,Winkelzentrifuge* (3500 Touren /Minute } 
gewaschen. Die elektrische Leitfahigkeit im Waschwasser wurde unmittelba: 
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messen. Der ganze Vorgang nahm 3'% Stunden in Anspruch. Die Volu- 
mina der Waschfliissigkeit waren ebenso groB wie die Serumvolumina. 





Ergebnis. Nach einer 
Waschung war die ‘gentiie x + 104 
elektrische Leitfahigkeit 
in der Waschfliissigkeit cerem. Bry 106,9 
: Waschflissigkeit 1 ager 36,5 
auf '/;, und nach drei B ° ae 10.5 
Waschungen auf etwa ” 3 c+ 4,06 
ses ih 3 ' — 1,88 
so gesunken. Nach 5 it 1.29 
weiteren Waschungen Saccharoselésung (10%) 0,957 
nahm die Leitfahigkeit 
bedeutend langsamer ab. Da bei diesen Elektrolytkonzentrationen die 
Dissoziation nahezu vollstandig ist, kann die Leitfaihigkeit als annaherndes 
MaB der Elektrolytkonzentration gelten. Da die Elektrolytkonzentration 
im Suspensionsmittel auf !'/., verringert wurde, darf man annehmen, 
da auch die anderen Serumbestandteile im selben Verhaltnis ab- 
genommen haben. Die Vollstandigkeit der Waschung ist selbstverstand- 
lich vom Volumen der Waschfliissigkeit, also vom Serumvolumen, 
abhangig; dieses hat aber nur sehr wenig geschwankt und die Leit- 
fahigkeitsabnahme lag nach drei Waschungen immer zwischen !/,; 
und !/,99 des Ursprungswerts. 


Versuch 2. Leitfahigkeitsveranderungen, Hamolysegrad und 

Aggregationszustand in den Zwischen- und Kathodenfliissig- 

keiten wahrend der Elektrodialyse (ED) einer Blutkérperchen- 
suspension. 

Die ED wurde in den oben beschriebenen Apparaten ausgefiihrt. Es 
wurde geschlagenes Rinderblut verwendet. Die Blutkérperchen wurden 
zweimal gewaschen und in einer 10° igen Saccharoselésung suspendiert. 
or 2:10*in Kathodentlissigkeit 
- 


72 


Ss, 





fan in Lwischentlissigheit 
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Das Gesamtvolumen der Suspension betrug 500cem. Hamatokritwert 
32,0°. Die Kathodenfliissigkeit wurde fraktioniert in kleinen Volumina 
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aufgesammelt, an welchen unmittelbar die elektrische Leitfahigkeit 
bestimmung gemacht wurde. Kleine Proben der Zwischenfliissigk: 
wurden im Verlauf der ED in Westergren-Réhren zum makroskopischy 
Studium der Aggregation und des Hamolysegrades entnommen. 

Der Aggregationszustand wird bezeichnet mit: —- fiir die gleiche Suspe: 
sionsstabilitat wie vor der ED, + fiir etwas reduzierte Stabilitaét, ++ fii, 
reduzierte Stabilitat (Aggregate kénnen makroskopisch unterschiede), 
werden), +++ fiir groBe, grobe Aggregate, die die Sedimentation in 
Westergren-Rohr unmdéglich machen. Der Hdmolysegrad wird angegeben 
mit: —- keine Haimolyse, + kaum wahrnehmbare Hiaimolyse, + + deut 
liche Héiimolyse, +-+-+ so starke Hamolyse, daB8 die Blutkérperchen 
aggregate vom Suspensionsmittel schwer zu trennen sind. 

Ergebnis. Nimmt man die Stromstarkeverinderungen des durch 
die Zwischenfliissigkeit passierenden elektrischen Stromes als an- 
naherndes Ma® fiir die elektrische Leitfihigkeit jener, so findet man, 
daB die Leitfahigkeit rasch abnimmt und nach 40 Minuten ED ein 
Minimum erreicht, um dann wiederum zu steigen. (Infolge der Polari- 
sation an den Elektroden kann die elektrische Leitfahigkeit nicht direkt 
aus den Stromstarkeverinderungen berechnet werden.) — In der 
Kathodenfliissigkeit erhalt man ebenfalls eine Senkung der elektrischen 
Leitfahigkeit auf ein Minimum, das nach 50 Minuten erreicht wird, 
worauf die Leitfaihigkeit wieder nach 85 Minuten auf ein Maximum 
ansteigt, um neuerdings abzunehmen. 

Der Lageunterschied zwischen den beiden Minima ist durch die Appa 
ratur bedingt: Die Ionen brauchen eine gewisse Zeit zum Passieren der 
Membran und zur Weiterbeférderung durch das langsam flieBende Spiil- 
wasser nach dem SammelgefaB. Infolgedessen geben sich Ionenverschiebungen 
in der Zwischenfliissigkeit erst nach einer gewissen Latenzzeit in der Zu 
sammensetzung der Kathodenfliissigkeit zu erkennen, deren Gr6Be durch 
Bestimmung dieses Lageunterschiedes geschatzt werden kann. In dem 
beschriebenen Falle betrug die Latenzzeit etwa 10 Minuten. Sie variiert 
natiirlich mit der Spiilgeschwindigkeit und der Dicke des Membranmaterials. 


Nach einer ED von 20 Minuten begann Aggregation der Blut- 
kérperchen in der Suspension aufzutreten. Es bildeten sich rasch grobe 
makroskopische Klumpen. Bei mikroskopischer Untersuchung zeigte 
sich, daB sie nicht in ,,Geldrollen“ geordnet waren, sondern in Aggregaten 
ohne wahrnehmbare Ordnung angehauft lagen. Hiamolyse trat erst 


nach 65 Minuten ein. 

Im vorliegenden Versuch wurde also ein Zeitintervall zwischen 20 
und 30 Minuten erhalten, wihrend welcher eine starke Blutkérperchen- 
aggregation ohne nachfolgende Hiamolyse eintrat. Alle iibrigen ED 
fielen in der Hauptsache identisch mit dieser aus. Der Verlauf der 
Kurven war etwas anders, z. B. bei einer anderen Spiilgeschwindigkeit 
an den Elektroden und bei anderen Waschverhaltnissen der Blut- 
kérperchen. Zur Erzielung einer stark aggregierten Suspension ohne 
Hamolyse ist es, wie aus der Kurve hervorgeht, am besten, die ED zu 
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unterbrechen, wenn die Stromstarkekurve ihr Minimum erreicht hat 
und wieder zum Anstieg neigt, ein Verfahren, das auch im folgenden 
hbenutzt wurde. 


Versuch 3. Die pq-Verschiebungen wahrend der Elektrodialyse. 

Der Verlauf der Kurven wurde bei variierten Versuchen ganz 
yleichartig dem, welchen Ettisch, Bradfield und Ewig (19) und Mesch- 
kowa und Severin (20) gefunden haben. Eine Diskussion iiber diese 
Kurven scheint von geringerem Wert zu sein, da die Ursachen hierfiir 
zahlreich sind, der Pufferungsgrad gering ist und die Versuche rein 
empirischen Charakter haben. 


Abb. 4. Diese Kurven zeigen 
die py-Verschiebungen wihrend 
der Elektrodialyse im Suspen- 
sionsmittel. 
x——» nach einmaligem, 


@——e nach dreimaligem 
Waschen. 





i it i j 
20 40 60 Min. 8 





Versuch 4. Cholesteringehalt, Volumen und Hypotonieresistenz 
der Blutkérperchen nach der Elektrodialyse. 

In einer Reihe von ED wurde Cholesterin in den Blutkérperchen 
nach Theorell und Widstrém (21) bestimmt, sowie Hamatokrit- 
bestimmungen vor und nach der ED durchgefiihrt, nachdem die 
Aggregation durch Zusatz der kleinsten méglichen Menge physio- 
logischer Kochsalzlésung reduziert worden war. 





Hamatokrit Cholesterin in ° o9 


nach nach 


34,2 34,0 2,32 2,28 — 0,04 
41,0 40,3 1.41 1.78 + 0,07 
81,0 29,0 - 1,32 1,37 + 0,05 
43,5 43,0 1,87 1,85 -— 0,02 
30,0 31,0 1,02 1,11 + 0,09 
32,0 31,5 — 0 2,41 2,34 — 0,07 
45,0 43,0 1,73 1,73 £0 

21,0 20,0 , 1,37 1,43 + 0,06 
19,0 19,0 1,99 1,91 0,08 


COON Doe wD 


Die Elektrodialyse dauerte 40 Minuten. Die stark aggregierte Suspen- 
sion wurde mit einer kleinen Menge physiologischer Kochsalzlésung versetzt. 
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Zur Bestimmung der Hypotonieresistenz wurden 2 Tropfen von der Susp: 
sion genommen und zu 5cem NaCl-Lésung von verschiedenen Konzentr: 
tionen zugesetzt (vv 
* 9° NaC" - ae ee 
Beginnende Vollstandige 0,9% NaCl bis herunte: 
Himolyse Himolyse zu 0,10% mit 0,02 





Vor ED... 0,52°% NaCl | 0,16°%, NaCl zwischen jeder Lésung) 
Nach ED .. || 052% , om  « Ergebnis. Das Blut 
kérperchenvolumen 
zeigte wahrend der ED Tendenz zu sinken. (Auf der Membran an de: 
positiven Seite fand man nach beendeter ED immer eine diinne 
Schicht Blutkérperchen festgeklebt, deren Menge zu bestimmen un 
moglich war.) Ein Cholesterinverlust aus den Blutkérperchen konnte 
mit Sicherheit nicht festgestellt werden. Es war auch keine Ver 
anderung in der Hypotonieresistenz der Blutkérperchen eingetreten. 


Versuch 5. Zusammensetzung der Kathodenfliissigkeit wahrend 
der Elektrodialyse. 

Folgender Versuch wird als typisches Beispiel angegeben: Es wurde 
geschlagenes Rinderblut, dessen Blutkérperchen zweimal in physio- 
logischer Saccharoselésung gewaschen worden waren, verwendet. bic 
Kathodenfliissigkeit wurde in Fraktionen von je 10 Minuten gesammelt, 
welche auf 100 cem verdiinnt und teils auf Alkaliionen nach H. Lunde- 
gardh (|. c.) analysiert, teils azidimetrisch titriert wurden. Die Konzen- 
trationen in der Kathodenflissigkeit werden in Milliaquivalenten pro 
Liter angegeben. 





Zwischenfliissigkeit Kathodenfliissigkeit 





| > " Titrierbares 
Milliamp. Ni K Ca Alkali 


Zeit 


in Min. 


4) 160 
10 180 
20 140 
30 110 
40 100 
50 90 
60 80 
70 80 
80 85 5,55 


0,28 157 1,34 
0,83 140 3.86 
1,07 0,178 4,38 
0,70 0,176 3.04 
0,68 0,188 2,56 
0,53 0,155 1,94 
0,55 0,138 1,62 
0,34 0,130 1,44 


SOK Em wwe 
“102 OO] @ 


SM 1 OUS bo Orr 


Nach einer ED-Zeit von 45 Minuten trat kraftige Aggregation 
in der Suspension auf. 

Ergebnis. Die gréBte Menge Kationen wurde in dem _ Teil 
Kathodenfliissigkeit gefunden, der im Zeitintervall von 20 bis 
30 Minuten gewonnen wurde. Die Starke des du:chgesandten Stromes 
erreichte ihr Maximum schon nach 10 Minuten, weshalb ich annahm, 
daB die Latenzzeit des Apparats in diesem Falle etwa 15 Minuten be- 
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trug. Die in der Probe erhaltenen Kationenmengen sollten demnach 
von der Zwischenfliissigkeit 15 Minuten friiher herausgewandert sein. 

Die Aggregation trat in der Suspension in diesem Falle nach 
45 Minuten ein, also 20 Minuten bevor die elektrische Leitfahigkeit 
in der Zwischenflissigkeit ihr 


mA mAquft 
200r) 5 r- 


Minimum erreichte. 


Versuch 6. Stammen die her- 

ausdialysierten Kationen aus 

den Blutkérperchen oder aus 
dem Suspensionsmittel ? 


Suspensionen gewaschener 
Blutkérperchen wurden in zwei 
Proben aufgeteilt. Aus der einen 
(a) wurden die Blutkérperchen 
wegzentrifugiert und das Suspen- 
sionsmittel elektrodialysiert — bis 
keine Senkung der Stromstirke 
mehr erhalten wurde; die zweite i 
(b) wurde in oben geschilderter 0 20 40 60 Min. 8 
Weise elektrodialysiert. Die Ka- Atte t : ‘tpmalintihe Ciaadeinmaneas, 
thodenfliissigkeiten wurden aufge- Die Kolonnen: Menge titrierbares Alkali. 
sammelt, auf geeignetes Volumen 
eingedampft und auf titrierbares Alkali analysiert. Die erhaltenen Werte 
wurden auf das Volumen des Suspensionsmittels in den verschiedenen ED 





























reduziert. 





ED Titrierbares Alkali in Milliiquivalenten 
pro Liter aus 
Waschung Zeit : se : ye Rea SPAIN FETE Anmerkungen 
in a) Suspensionsmittel |b) Kathodentliissigkeit 

Min. vor ED nach ED 
einmalige . . 5 | 13,9 6,08 Keine Himolyse 
zweimalige. . 5,37 3,91 = a 
dreimalige . 2,50 7,46 Hamolyse 
zweimalige. . | [ 5,37 4,58 Keine Himolyse 


In samtlichen Fallen wurde eine kraftige Aggregation der Blut- 
kérperchen erhalten. 

Ergebnis. Nach ein-, zwei- bzw. dreimaligem Waschen der Blut- 
kérperchen blieb noch eine gewisse Menge Kationen etwa 14,0 bis 
2,5 Milliaquivalente (titrierbares Alkali) pro Liter — im Suspensions- 
mittel zuriick. Die Menge Kationen, die waihrend der Elektrodialyse 
aus der Suspension verschwand, lag in samtlichen Fallen, auBer in 
einem, unterhalb der Menge, die im Suspensionsmittel nach den 
Waschungen zuriickgeblieben war. In diesem Falle war jedoch in der 
Suspension Himolyse eingetreten. Demnach entstand Aggregation 
der Erythrocyten in Suspensionen (ohne Himolyse bei ED), ohne da 
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eine gréBere Menge Kationen hatte entfernt werden miissen, als 
welche schon vor der ED im Suspensionsmittel vorhanden war. 


Versuch 7. Desaggregierung der durch Elektrodialyse stark 
aggregierten Blutkérperchensuspensionen mittels Elektroly 
zusatz (NaCl und KCl). 

Rinderblutkérperchen wurden einmal gewaschen. Das Gesamtvolumen 
der Suspension war 600 cem mit dem Hamatokritwert 41,5% vor der EI). 
Die ED wurde nach 105 Minuten abgeschlossen. Die Suspension war dann 
stark aggregiert. Die Aggregate sedimentierten in 5 Minuten vollstandig. 
Unter standigem, vorsichtigem Umriihren wurden etwa 15 cem diese: 
Suspension in eine Reihe Reagensgliser pipettiert, die bereits steigende 
Mengen Elektrolytlésungen enthielten. Das Pipettieren muBte mit einer 
Pipette mit abgefeilter Spitze ausgefiihrt werden, da die Aggregate zu gro\i 
waren. Die Genauigkeit dieser Pipettierungen war demnach nicht groli, 

Nach der ED war das py des Suspensionsmittels 5,76. Die mit Elektro 
lyten versetzten Suspensionen wurden 45 Minuten nach beendigter ED in 
die Sedimentationsréhrechen aufgesaugt. 


Die Konzentration der NaCl-Lésung war 0,85°% (0,146n) und 
die der KCl-Lésung 0,85 % (0,114 n). 





Roéhbrehen 


NaCl-Losung 

ineem. . 0 0,05 0,10 (0,15 0,20 0,30 0,40 0,5 
Zugesetzte 

absolute 

Menge in 

Milliaquiv. 0 0,0073 0,0146 0,0219 0,0292 0,0438'0,0584 0,0730 0,146 0,219 
SRsw in 

mm /4 Std. >250 151 111 | 80 51 26 26 25 30,5 30 


ie Hamatokritbestimmung wurde bei der Suspension in R6hrchen 8 
Die H tokritbest le bei der Su ion in R6éhrchen 8 


durchgefiihrt und ergab 41%. 





Roéhrehen 11 12 13 14 


K Cl-Lésung 

in cem. . 0 0,05 010 015 (020 0,30 0,40 0,50 
Zugesetzte 

absolute 

Menge in 

Milliaquiv. 0 0,057 0,0114/0,0171/0,0228'0,0342 0,0456 0,0570, 0,114 | 0,171 0,225 
SRsw in 

mm /4 Std. ||>250 139 111 95 78 46 31 36 35 33 


In Réhrehen 3 und 14 zeigte sich im Suspensionsmittel iiber der 
Hauptmasse der Blutkérperchen eine diinnere Schicht Blutkérperchen 
Diese Schicht nahm an Ausdehnung und Dichte in den folgenden 
Réhrchen der jeweiligen Serien zu und konnte in den Roéhrehen 7 und 
17 von der iibrigen Blutké1perchenmasse nicht mehr unterschieden 
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werden, Mit einer Kapillarpipette von dieser Schicht entnommene 
Proben aus den Roéhrchen 4 und 15 zeigten unter dem Mikroskop 
einzelne Blutkérperchen. 

Eine durch Sedimentationsanalyse der Suspension 7 erhaltene 
\Verteilungskurve wies auf starke Polydispersitat hin [Swedin (26)]. 

Die Sedimentations- 
analyse der Suspension 8 
konnte nicht vollstandig 
durchgefiihrt werden mit Kll-Lasung 
(siehe Versuch 10). Die 
Konzentration nahm aber 
innerhalb 2 Stunden in 
der Sedimentationskii- 
vette nur um etwa 12% 
ab, was darauf hindeuten 
wurde, daB die Fallge- 
schwindigkeit der Haupt- 
masse der Partikelchen Abb. 6. 
(und demnach auch der 
Aggregate) hier bedeutend geringer ist als in einer vorhergehenden Ana- 
lyse (Suspension7). Bei einer mikroskopischen Untersuchung dieser 
Probe fand ich Massen einzelner Blutkérperchen, sowie da und dort 
vereinzelte kleinere Aggregate in einer Probe, die entnommen wurde, 
bevor die Suspension in das Sedimentationsréhrchen aufgesaugt wurde. 

Die Desaggregierung geschah momentan, sobald die Suspension 
mit geniigender Menge Elektrolyt versetzt wurde. 


0 


oo mit Na Cl-Losung 














1 ! z. i 
G05 Q10 ig 020 
mAgu/iscm I Suspension 





Berechnung der gesamten Blutkiérperchenoberfldche der Blutkérperchen in 
Réhrchen 8. Die Berechnung kann nur annahernd genau sein, zumal sie 
sich teils auf eine gew6hnliche Himatokritbestimmung des Blutkérperchen- 
volumens, teils auf gewisse Durchschnittswerte aus der Literatur griindet. 
Diese Werte beziehen sich alle auf Rinderblutkérperchen. 

Das Volumen des einzelnen Blutkérperchens ist etwa 50 j.° | Ponder (22)], 
die Oberflache des einzelnen Blutkérperchens 84,4 ,.? [G@étze (23)]. 

Das Gesamtvolumen der Suspension in Réhrehen 8 ist 15,5 cem. 
Himatokrit 41°. Demnach ergibt sich das Blutkérperchenvolumen zu 

6,35 cem = 6,35. 10! 13, 

Die Gesamtanzahl der Blutkérperchen in der Suspension a erhalt man 

aus folgender Gleichung: 


50.a = 6,35. 10! 
@ = 1,27.10% 
Die ganze Oberfliche der Blutkérperchen ist also: 
94,4. 1,27 . 16* = 10,7 . 10" * 10,7 . 104 qem. 


Berechnung der Oberfldche, die von einer monomolekularen Schicht hydrati- 
sierter Natrium- und Chlorionen bedeckt ist. Bei dieser Berechnung nehme 
ich an, da die Ionen spharisch sind, mit der Aquatorialebene in einer ge- 
meinsamen Ebene liegen, und daB so viele wie méglich einander tangieren. 
Zur Oberflache rechne ich auch die Zwischenraume zwischen den Ionen. 
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Diese Annahmen sind natiirlich in Wirklichkeit nicht ganz zutreffend, {(j; 
eine schatzungsweise Berechnung diirften sie sich aber verantworten lass 

Die lonenradien sind aus der Hydratationswirme von K. Goldschmidt (27) 
berechnet worden und sind fiir Na = 1,74. 10-8 em, fiir K = 2,18. 10-8 en 
und fiir Cl 195.108 em. 

In R6hrehen 8 wurden 0,0730 Milliaquivalente NaCl = 7,3. 10-° g Mo! 
NaCl zugesetzt. Anzahl Molekiile NaCl 7,3.10-5. 6,06. 1073 = 44,2. 108, 

Gesamte Oberflache von NaCl (2 1,747 + 2 1,957). 10-28. 44.2 
. 19% 21,36 . 44,2 . 10? 9,45 . 104 gem. 

In R6éhrehen 18 waren die Aggregationsverhiltnisse ahnlich denjenigen 
in Réhrehen 8 (nach dem Aussehen der Suspension im Sedimentationsroli 
und dem mikroskopischen Bilde). Hamatokritwert wurde nicht bestimmt, 
ich nehme aber auf Grund der Versuchsbedingungen an, daB er gleich 
dem vorhergehenden war. 

Die gesamte Blutkérperchenoberflache wird dann 10,7 . 104 qem. 
Die Anzahl K Cl-Molekiile: 5,7. 10-° . 6,06. 10% = 34,5. 10'8. Die gesamte 
Oberfliche der KCl-Molekiile: (2 « 2,18? + 2 1,957). 10-1. 34,5. lo" 

11,8. 104 qem. 





Ergebnis. Die durch ED erhaltene starke Aggregation der Zellen 
in einer Blutkérperchensuspension lieB sich durch Zusatz kleiner Mengen 
Elektrolyt bedeutend reduzieren. Die absolute Menge war 5 bis 10. 10° g- 
Mole von NaCl und KCl mit 15 cem Blutkérperchensuspension (Hamato- 
krit 41%), also etwa 0,005 bis 0,010 Mol pro Liter. 

Diese Desaggregierung geschah momentan, sobald der Elektrolyt 


mit dem Aggregat in Beriihrung kam. 

Die gesamte Blutkérperchenoberfliche (10,7 . 10? qem) hatte also 
dieselbe GréBe wie die Oberflache, welche von einer monomolekularen 
Schicht hydratisierter Elektrolytionen bedeckt ist. (Fiir NaCl berechnet 
zu 9,45 .104qem und fiir KCl zu 11,8 . 104 qem.) 


Versuch 8. Werden die bei der Desaggregierung zugesetzten 
kleinen Elektrolytmengen von den Blutkérperchen adsorbiert ! 

Es wurde eine Blutkérperchensuspension aus zweimal gewaschenen 
Blutk6rperchen elektredialysiert, bis eine kraftige Aggregation eintrat. 
Nach der ED war das py im Suspensionsmittel 5,46. Die aggregierte Sus 
pension (480 cem, Hamatokrit 30°) wurde in einen 500 cem-Erlenme ijer 
Kolben gebracht, der mit einem Gummistopfen verschlossen wurde. Da 
nach wurden kleine Volumina einer 0,85 °,igen NaCl-Lésung zugesetzt. 
Nach jedem Zusatz wurde die Suspension vorsichtig umgeriihrt und eine 
SR-Probe genommen, worauf man die Blutkérperchen sedimentieren lic! 
und Proben des Suspensionsmittels entnahm. An diesen Proben wurden 
elektrische Leitfahigkeitsbestimmung, elektrometrische Chloridtitration und 
Na-Bestimmung (nach Lundegardh) ausgefihrt. 

Dieselben Mengen Elektrolyt wurden zu einer physiologischen Saccha 
roselésung vom gleichen Volumen wie das Suspensionsmittel in der Blut 
kérperchensuspension zugesetzt (also 315 cem) und die Proben in derselhen 
Weise entnommen wie vom Suspensionsmittel. 

Die in der Tabelle enthaltenen Werte fiir die Konzentrationen von Ni 
und Cl sind auf das Ursprungsvolumen der Suspension bzw. der Saccharose- 
losung korrigiert. 
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Nach Zusatz von 10 cem NaCl-Lésung kam eine so stabile Suspension 
istande, dafS man nicht durch spontane Sedimentation, wie in den anderen 
Fallen, die fiir eine Analyse erforderliche Menge vom Suspensionsmittel 
erhalten konnte, weshalb ein Teil der Suspension zentrifugiert wurde. 
Dabei entstand jedoch nach dem Zentrifugieren eine leichte Hamolyse im 
Suspensionsmittel. 





Anzahl Suspensionsmittel Physiol. Saccharoselésung 
Millidquivalente pro Liter Millidquivalente pro Liter 
Na Cl- “ bit ae LR ARSE AS eS ae 
Lisung |™m/1 Std. ‘ ‘ 
(0,85 , z+ 104 cv Na - 104 cl’ Na (ber.) 
hae 0 


0 1.66 0,393 0,23 0 
4,46 1,61 — 2,10 0, 
7,65 3,24 4,08 2, 


y24 


€ 
7 


7 
8,35 

89 
9,67 5,05 + a 3,70 


3,92 
21,9 8,80 — 6,28 4.58 4,58 


Ergebnis. Die kleinen Mengen des Elektrolyten (NaCl), welche 
der stark aggregierten Blutkérperchensuspension zugesetzt wurden, 
um die Aggregation zu verzégern, wurden nach der Analyse im Sus- 
pensionsmittel wiedergefunden; eine Elektrolytadsorption an die Blut- 
kérperchen konnte also nicht nachgewiesen werden. Das Zentti- 
fugieren der Blutkérperchensuspension bewirkte Hamolyse, was sich 
in gesteigerter elektrischer Leitfahigkeit und dem Cl-Ionengehalt im 
Suspensionsmittel widerspiegelte. 


Versuch 9. Die desaggregierende Einwirkung verschiedener 
Elektrolyte. 


A. Einwirkung von HCl und NaOH verglichen mit KCl. Rinderblut- 
kérperchen wurden dreimal gewaschen. Hamatokrit 43,49. Nach der 
KD war das py im Suspensionsmittel 5,34. 


Dieser Versuch wurde wie Versuch 7 angeordnet. Die verwendeten 
Elektrolytlésungen hatten folgende Konzentrationen: KC] 0,114 n, 
NaOH = 0,1 n, HCl = 0,1 n und wurden in steigenden Mengen 15 ecem 
Blutkérperchensuspension zugesetzt (siehe Abb. 7). 





NaOu 


Roéhrehen : 


Elektrolyt- 

losung in 

ri 0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 q 2 0,3 |0,4 0,5 
Zugesetzte 

absolute 

Menge in 

Milliaquiy. 0 0,01'0,02 0,03 0,04 0,05 0,10 0 0,01 0,92 0,03 0,04 0,05 0,16 
SRsw in mm 

41/, Std. . || > 250) 82 67 5 < > 250 





. Swedin: 








Roéhrehen : 15 3 19 20 


Elektrolytlésung in cem. . 0 {0,1 0,2 0,3 0,4 
Zugesetzte absolute Menge 
in Millhiaquivalenten . 


5 1.0 


0, 
0,0114 0,0228 0,0342 0,0456 0,0570 0,114 
2,5 4 


0 
SRsw in mm/4!/) Std... . 250; 93 69 (2.5 2,5 


Anmerkung. In einer Reihe von 10ED mit denselben Versuch. 
bedingungen wurde in 7 Fallen in der Hauptsache das gleiche Resultat e1 
halten wie oben; in 3 Fallen kam aber auch ein stabilisierender Effekt 
von NaOH zustande. 

B. Die Einwirkung von CaCl, verglichen mit NaCl. Rinderblutkérper- 
chen wurden zweimal gewaschen und, wie oben beschrieben, elektrodialysiert. 
Nach der ED war das pq des Suspensionsmittels 5,02. 

Die NaCl-Lésung war 0,85 ° ig und die CaCl,-Lésung m/10. 


Or 





LYCl-Lésung 








i 
G04 G06 0B GW Gh 
mAgu/15 cm’ Suspension 








Roéhrehen : ‘ 4 5 6 | 


Elektrolytlésung in ccm. |) 0}0,05 | 0,1 0,2 0,3 04 {0,5 1 
Zugesetzte absolute Menge | | | 

in Milliaquivalenten. . | 0 0,0073/0,0146 0,0291 0,0437 | 0,0582 0,0728 0,146 
SRsw in mm/8 Std... . |/84, 52 | 44 43 47 57 57 59 





CaCly 





Réhrehen: || 9 10 11 12 13 14 | 15 16 


Elektrolytlésung in cem . | 0/0,05 | 0,1 0,2 | 0,8 0,4 
Zugesetzte absolute Menge | | é 

in Milliéquivalenten . . || 0/0,0025 0,005 | 0,01 0,015 0,02 | 0,025 | 0,050 
SRsw in mm/8 Std... . ||84| 127 | < > 250 > 


10,5 | 1,0 


Anmerkung. In gewissen Suspensionen trat zuweilen ein mehr oder 
weniger stabilisierender Effekt nach CaCl,-Zusatz auf, der nicht erklirt 
werden konnte. 
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C. Die Einwirkung von Fe Cl,,H,SO,und K,Fe (CN), verglichen mit K Cl. 
Es wurden dreimal gewaschene Rinderblutkérperchen verwendet. 
Die Elektrolytlésungen waren alle n/10. 





HoSO, FeCl, 


Rohrehen: ’ 3 6 j 7 ST ¢ 10 


Klektrolytlésung in com . . 0.0.2 |0,4 0,6 0,8 00,2 0,4 |0,6 0,8 
Zugesetzte absolute Menge 

in Milliaquivalenten . . . 0 0,02)0,04 0,06 0,08 0 0,02 0,04) 0,06 
SRsw in mm/2 Std. ... . 175) 14| 5 | 2 2 (5172 < > 250 





K, Fe(CON), 


Rohrehen: 11 12 13 14 15 16 17 


Klektrolytlbsung in cem . . 0.02 04 0,6 0,8 00,2 04 0,6 
Zugesetzte absolute Menge 

in Milliaquivalenten . . . 00,02 0,04'0,06 0,08) 0 0,02)0,04 0,06 
SRsw in mm/2 Std. ... . |}169; 12; 6 | 6 | 8 172! 7 | 7 | 4 


In den Réhrchen, die mit FeCl, und H, SO, versetzt worden waren, trat 
Hamolyse ein. 

Ergebnis. Zusatz von K,Fe(CN)., HCl und H,SO, wirkte des- 
aggregierend. CaCl, war in der Regel, FeCl, immer unwirksam. Eine 
Wirkung des Natriumhydroxyds erscheint méglich, in den meisten 
Fallen aber wirkte NaOH nicht desaggregierend. 

In den Suspensionen, welche mit FeCl, und H,SO, versetzt waren, 
trat Hamolyse auf. 


Versuch 10. Die Spontandesaggregation in elektrodialysierten 
Blutkérperchensuspensionen. 


Es wurden dreimal gewaschene Rinderblutkérperchen verwendet. Das 
Gesamtvolumen der Suspension war 565cem mit dem Hiamatokritwert 
21,0 %. 

Nach AbschluB der Elektrodialyse wurde die stark aggregierte Suspen- 
sion in einen 750 cem-Erlenmeyer-Kolben iiberfiihrt, der mit einem Gummi- 
stopfen versehen wurde. Sobald die Blutkérperchenaggregate sedimentiert 
waren, wurden Proben aus dem Suspensionsmittel abpipettiert und danach 
die elektrische Leitfahigkeit bestimmt. Nach dieser Bestimmung wurde die 
Suspensionsmittelprobe wieder mit der Suspension vereinigt. Auf diese 
Weise wurden wiederholt Proben entnommen. Der Kolben mit der Sus- 
pension wurde jede fiinfte Minute vorsichtig geschiittelt, auBer wahrend des 
Zeitintervalls 67 bis 187 Minuten. 

Nach 200 Minuten begannen immer mehr einzelne Blutkérperchen 
(mikroskopisch nachgewiesen) im Suspensionsmittel zuriickzubleiben, nach- 
dem die groBen Aggregate bereits vollstandig sedimentiert waren. Es war 
unmoglich, diese zwei Blutkérperchenfraktionen nach 400 Minuten zu 
unterscheiden. 
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Die Sedimentationsanalyse ergab eine starke Polydispersitat. 





Zeit in Min. x. 104 Zeit in Min. x. 104 Zeit in Min. «x. 104 Zeit in Min. 


0 0.418 40 1,045 187 2,36 280 
10 0,610 50 1,110 205 2,56 340 
23 0.806 67 1,365 235 2.84 400 


1 j 
100 200 300 Min. 400 
Abb. 8. 








Ergebnis. Wenn eine elektrodialysierte Blutkérperchensuspension 
wahrend 400 Minuten stand, trat spontane Desaggregierung ein, wobei 
gleichzeitig die elektrische Leitfahigkeit im Suspensionsmittel zunahm. 


Versuch 11. Elektrodialyse von Rinderblut in Gegenwart von 
Heparin. 

Zur ED wurden 550 cem Rinderblut genommen, das mit einer geeigneten 

Menge Heparin (Priparat von FE. Jorpes) als Antikoagulans versetzt wurde. 





Zeit in Min. Milliamp. Sky Anmerkungen 


500 Temperatur in der Zwischenfliissigkei 
502 + 14,20 

502 
52 
502 
502 Stabile 

512 Suspensionen 

502 ohne Temperatur in der Zwischenfliissigkeit 
5N2 Andeutungen 14,79 

502 einer 

502 mikroskopischen Hiimolyse beginnt einzutreten 

502 Aggreyatbildung = Hiimolyse 

502 i 

501,! “ 
501. Starke Himolyse 

502 ‘ ‘ 

502 > < 

502 ‘ : + 14,60 





Ergbnis. Es gelang nicht, bei der Elektrodialyse von Vollblut (Heparin 
von Rindern, eine Aggregation der Blutkérperchen zu erzielen. 

Nach einer ED von 40 Minuten begann in der Suspension Hamolys: 
aufzutreten. 





sion 
vobei 


ahm. 


von 


1eten 
urde. 


| ntersuchungen iiber den Aggregationsmechanismus der Erythrocyten. 173 


Erérterung der Ergebnisse. 

Die Blutkérperchensuspensionen (mit einem Hamatokritwert von 
20 bis 40%) wurden durch ein- bis dreimaliges Waschen mit physio- 
logischer Saccharoselésung von der Hauptmasse der Plasmabestandteile 
befreit. Danach wurde die Elektrolytkonzentration im Suspensions- 
mittel durch Elektrodialyse noch mehr reduziert. Nach der Starke 
des passierenden elektrischen Stromes zu urteilen, wurde im Verlauf 
der Elektrodialyse ein Minimum der elektrischen Leitfahigkeit erreicht. 
Kurz bevor dieses Minimum erlangt wurde, trat eine starke Aggregation 
der Blutkérperchen in der Suspension auf. DaB die elektrische Leit- 
fahigkeit wieder zunahm, war auf eintretende Hamolyse der Blut- 
kérperchen zuriickzufiihtren. Wahrend eines Zeitintervalls im Verlauf 
der Elektrodialyse war also die Suspension stark aggregiert, ohne dal 
Haimolyse nachgewiesen werden konnte. Ich machte daher hiervon 
Gebrauch, um stark aggregierte Suspensionen zu erhalten, deren 
Elektrolytgehalt im Suspensionsmittel so gering wie méglich war. 


Nach Elektrodialysen, die kurz nachdem das Stromstarkeminimum 
passiert war, unterbrochen wurden, konnte keine Veranderung im 
Cholesteringehalt der Blutkérperchen oder Hypotonieresistenz nach- 
gewiesen werden, wohl aber wurde das Blutkérperchenvolumen etwas 


geringer. 

Wihrend der Elektrodialyse entstand eine Steigerung des Siure- 
grades im Suspensionsmittel. Diese beruhte wahrscheinlich auf dem 
sauren Charakter der Pergamentmembranen und auf HCl-Austritt 
aus dem Jnnern der Blutkérperchen. Infolge der groBen Pufferwirkung, 
welche die Fliissigkeit im Innern der Blutkérperchen besitzt, brauchte 
man dort keine entsprechende Abnahme des Séuregrades anzunehmen 
[Coulter (3)]. 


Es erwies sich als unméglich, durch direkte Na- und K-Analysen 
der Blutkérperchen vor und nach der Elektrodialyse einen sicheren 
Aufschlu8 dariiber zu bekommen, ob die bei der Elektrodialyse weg- 
geschafften Kationen aus dem Innern der Blutkérperchen oder aus dem 
Suspensionsmittel herriihrten. Um dennoch Anhaltspunkte dafiir zu 
erhalten, wurde das Suspensionsmittel allein in der einen Halfte einer 
Blutkérperchensuspension so vollstandig wie méglich elektrodialysiert, 
wihrend die zweite Halfte der Blutkérperchensuspension in tiblicher 
Weise bis zum Erreichen starker Aggregation elektrodialysiert wurde; 
dabei ergab sich, daB Aggregation in den Suspensionen eintrat, bevor 
gréBere Mengen Kationen entfernt zu werden brauchten als die, 
welche von Anfang an im Suspensionsmittel vorhanden waren. Bei 
einer Elektrodialyse, wahrend welcher Hamolyse eingetreten war, 
gingen jedoch gréBere Mengen Kationen ab als von Anfang an im 
Suspensionsmittel gewesen waren. 


12* 
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Die Ursache der starken Aggregation der Blutkérperchen, welc' 
bei Elektrodialyse dieser Suspensionen entstand, schien demnach 
groBen ganzen dieselbe zu sein, wie bei Aggregierung durch wiederho!i« 
Waschungen mit Nichtelektrolyten, nimlich eine Herabsetzung d¢< 
Elektrolytgehalts des Suspensionsmittels. Infolge des Membraneffek 
(Anionenretention) bei der Elektrodialyse war indessen der Elektrolyt- 
ionentransport in den beiden Fallen nicht véllig kongruent. 

Die erhaltene Aggregation konnte durch Zusatz kleiner Elektrolyt 
mengen wieder aufgelist werden. Fiir NaCl und KCl wurde berechnet, 
da8B eine monomolekulare Schicht dieser Elektrolyte annahernd dieselbe 
GréBe hatte wie die gesamte Oberfliche der Blutkérperchen in de: 
Suspension. Nach den gemachten Sedimentationsanalysen und den 
mikroskopischen Untersuchungen zu _ urteilen, geschah diese Des. 
aggregierung dadurch, daB die Aggregate in immer kleinere Teilchen 
zerfielen, um sich schlieBlich bei geniigend grobem Elektrolytzusatz 
vollstaéndig aufzulésen, so daB die Blutkérperchen in der Suspension 
einzeln vorkamen. 

Die durch Elektrolyse aggregierten Blutkérperchen desaggregierten 
spontan, wenn die Suspension 3 bis 4 Stunden in Ruhe war. Dabei 
wurde festgestellt, daB die Elektrolytionenkonzentration im Suspensions- 
mittel mit der Zeit allmahlich zunahm. Diese Zunahme konnte nur 
darauf beruhen, daB Elektrolyte aus dem Innern des Blutkérperchens 
in das Suspensionsmittel hinaus diffundierten. Diese spontane Des- 
aggregation machte linger dauernde Sedimentationsanalysen unmdglich. 

Vorerwahnte Versuchsergebnisse, die durch Studien des Aggre- 
gations- und Desaggregationsverlaufs in elektrodialysierten Erythro- 
cytensuspensionen (Hamatokrit 20 bis 40 °4) gewonnen wurden, stimmen 
gut mit den Resultaten iiberein, die andere Forscher wie (Giirber, 
Radsma, Coulter, Oliver und Barnard beim Studium stark verdiinnter 
Suspensionen gefunden haben, wenn die Aggregation durch wiederholte 
Waschungen der Blutkérperchen mit Nichtelektrolytlésungen hervor- 
gerufen worden war. 

Weder jene noch diese Schliisse erlauben aber sichere generelle 
SchluBfolgerungen iiber den Mechanismus dieser Aggregation und Des- 
aggregation. — Starke Griinde sprechen indes dafiir, daB die Blut. 
kérperchenladung sehr von der Konzentration und dem Charakter de: 
Elektrolyte im Suspensionsmittel (Coulter) abhangt, und da diese 
Ladung ihrer GréBe nach infolge der andauernden Elektrolytionen- 
diffusion aus dem Innern der Blutkérperchen nach dem Suspensions 
mittel variiert, wenn das Suspensionsmittel elektrolytarm ist. Dic 
Versuche iiber die spontane Desaggregation haben von diesem Gesichts 
punkt aus besonderes Interesse. — Dies ist wahrscheinlich die Ursache 
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dafir, daB die Angaben iiber den isoelektrischen Punkt der Blut- 
kérperchen so verschieden sind [zwischen px 3,5 und 4,7, siehe Coulter 


3), Eggerth (24) und Netter (25). 


Zusammenfassung. 


Es wurden Suspensionen von héchstens dreimal in physiologischer 


Saccharoselésung gewaschenen Rinderblutkérperchen elektrodialysiert. 

1. Dabei aggregierten die Blutkérperchen in der Suspension, wenn 
die Elektrolytionenkonzentration im Suspensionsmittel geniigend 
reduziert war. Wurde die Elektrodialyse weiter fortgesetzt, dann 
hamolysierten die Blutkérperchen. 

2. Wurde die stark aggregierte Suspension mit gesteigerten kleinen 
Mengen KCl, NaCl oder HCl versetzt, trat je nach der Elektrolyt- 
konzentration Desaggregation ein. Zusatz von FeCl, hatte diese Wirkung 
nicht. Eine desaggregierende Wirkung von CaCl, und NaOH war nicht 
sicher nachweisbar. 

3. Die Ausdehnung einer monomolekularen Schicht hydratisierter 
Na-, Cl- (oder K-) Ionen, die vollstandige Desaggregierung verursachte, 
entsprach bei der Berechnung, wie sich herausstellte, der gesamten 
Oberfliche der Blutkérperchen in der Suspension. 

4. Die zugesetzte Elektrolytmenge wurde im Suspensionsmittel 
wiedergefunden und wurde also nicht in nachweisbarer Menge von den 
Blutkérperchen adsorbiert. 

5. Wurde eine durch Elektrodialyse aggregierte Suspension im 
geschlossenen Gefi® 3 bis 4 Stunden stehengelassen, so desaggregierte 
sie spontan. Die elektrische Leitfahigkeit im Suspensionsmittel stieg 
gleichzeitig mit einer verminderten Aggregation in der Suspension. 

6. Es konnte vor oder nach der Elektrodialyse zu starker Aggre- 
gation (aber nicht Hamolyse) in der Hypotonieresistenz oder im Chole- 
steringehalt der Blutkérperchen keine Veranderung nachgewiesen 
werden. 
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2. Uber die Einwirkung hochviskoser Stoffe auf die Aggregation 

der Erythrocyten. 
Einleitung. 

Schon am Anfang des 19. Jahrhunderts zeigtenJ. Miller und H. Nasse (1), 
daB auBer den PlasmaeiweiSstoffen auch andere hochviskose Stoffe eine 
aggregierende Wirkung auf die Erythrocyten ausiiben. Andere Forsche1 
haben dann diese Beobachtungen bestitigt [siehe Linzenmeier (2) und 
Fahraeus (3)|. Die Verfasser haben sich im allgemeinen damit begniigt, diese 
Tatsache zu konstatieren, ohne die Ursachen hierfiir niher zu untersuchen. 
Linzenmeier nahm an, da Histonsulfat und Clupeinsulfat die Blutkérperchen 
durch direkte Adsorption an die Erythrocyten entladen. Natriumnuclein- 
siure und Gelatine kénnen sich ebenfalls an die Oberflache anheften, ent- 
laden aber die Blutkérperchen nicht. Gelatine beschleunigt die SR, was 
dagegen die Natriumnucleinséiure nicht tut. Linzenmeier ma daher der 
Ladung der Blutkérperchen keine so groBe Bedeutung bei, wie er es in einer 
friiheren Arbeit (4) getan hatte, sondern diskutierte die Bedeutung der 
Viskositat fiir die Suspensionsstabilitat. Er fand indessen auch hier keine 
GesetzmaBigkeit. Auch in der Arbeit von Fahraeus (5) findet man eine 
ahnliche Umschwenkung: ,,The author and after him Linzenmeier, have 
made experiments in Héber’s laboratory discharging the corpuscles with 
positive ions in different concentrations —- experiments tending to show, 
that the globulins decrease the negative charge of the corpuscles. But, on 
the other hand, the pronounced parallelism between the magnitude of the 
aggregation effect of the globulins and other emulsoids upon the erythrocytes 
and their degree of viscosity speaks in favour of the theory that a dehydration 
of the corpuscle surface layer may be the predominant factor. 

Bei einer Untersuchung iiber die Einwirkung der Elektrolyte auf die 
Senkungsgeschwindigkeit fand v. Klobusitzky (6) (7), daB die Anionen in 
Hojmeisters Salzen in hypertonischen Lésungen die Viskositaét des Plasmas 
im gleichen MaBe beeinflussen, wie sie auf die Senkungsgeschwindigkeit 
einwirken. 


Um die aggregierende Wirkung einiger hochviskoser Stoffe auf die 
Erythrocyten naher zu untersuchen, wahlte ich Ptlanzenschleim von 
Tuber Salep und Tragant, die von chemischen Gesichtspunkten aus 
verhaltnismaBig indifferent sind, sowie das Natriumsalz der Hefe- 
nucleinséure und der Thymonucleinsaure. Die physikalisch-chemischen 
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Kigenschaften der Thymonucleinsiure sind von ££. Hammarsten (8) 
untersucht worden, der fand, daB inre erste Dissoziationskonstante 
ungeféhr 200mal gréBer und die vierte etwa halb so groB wie die der 
ssigsiure ist. Die Natriumthymonucleinséure kann demnach mit 
Recht als ein starker Elektrolyt angesehen werden. 

Bei diesen Untersuchungen war die Fragestellung die, ob 1. die 
hochviskosen Stoffe von der Blutkérperchenflache adsorbiert werden, 
2. sich die Viskositaét der Lésungen nach Aggregation der Blutkérper- 
chen andert und 3. die Aggregation durch Salzzusatz aufgehoben 
werden kann. 

Methodik. 

Die Viskositdtsuntersuchungen wurden mit einem Héppler-Viskosimeter 
|Héppler (9) (10)] ausgefiihrt. Das Prinzip desselben ist, daB man eine Stahl- 
kugel exzentrisch in ein gegen die Horizontalebene um 80° geneigtes Glasrohr 
fallen laBt, in welchem sich die Probelésung befindet. Die Fallgeschwindig- 
keit der Kugel wird dadurch bestimmt, das man mit einer Stoppuhr die 
Fallzeit der Kugel zwischen einer oberen und unteren Ringmarke am Rohre 
miBt. Die Temperatur in diesem wird mittels emes umgebenden Mantels 
von flieBendem Wasser aus einem Ultrathermostaten nach Héppler 
konstant erhalten. Durch diese Anordnung laBt sich die Temperatur auf 
nahezu + 0,001° konstant halten. Die Temperatur im Wassermantel wird 
mit einem Thermometer kontrolliert, dessen Skala von + 19,0 bis + 21,0° 
reicht und in 1/,,°-Teilstriche eingeteilt ist. Beziiglich der Einzelheiten sei 
auf die angefiihrten Arbeiten verwiesen. 

Die Viskositaét wird nach folgender empirischen Gleichung berechnet 

n= F,.(S,—S,).K,; 


wobei 7 die absolute Viskositit, ausgedriickt in Zentipoise, F’, die Fallzeit der 
Kugel, S, das spezifische Gewicht der Kugel, S; das spezifische Gewicht 
der Lésung und K eine Konstante fiir jede Kugel darstellt, deren Wert 
empirisch bestimmt wird. 

Alle Viskositatsangaben sind im folgenden in Zentipoise bei +- 20°C 
ausgedriickt. 


Die von mir beobachteten mittleren Abweichungen vom Mittelwert bei 
mit diesem Apparat ausgefiihrten Bestimmungen haben niemals + 0,5 % 
iiberschritten. 

Der Gehalt an Natriumthymonucleinséure wurde dadurch ermittelt, daB 
die Natriumnucleinsiure mit Hilfe von 95 °,igem Alkohol ausgefallt wurde. 
Der Niederschlag wurde auf einem kleinen Papierfilter gesammelt und mit 
70%igem Athylalkohol sorgfaltig gewaschen, worauf Filtrierpapier und 
Niederschlag mit Schwefelsiure verbrannt und der Phosphorgehalt nach 
Pregel bestimmt wurde. Das Natriumsalz dieser Thymonucleinsiure enthalt 
7,09% P [E£. Hammarsten (8)], woraus der Nucleinséiuregehalt berechnet 
werden kann. Das Molekulargewicht der Natriumthymonucleinsaure ist 
formelmaBig als 1543,7 angenommen worden [H. und H. Hammarsten (11)). 
Von strukturviskosimetrischem Gesichtspunkt aus diirfte der Wert von 
einer ganz anderen GréBenordnung sein | 7’. Caspersson (12)}. 

Salepschleim ist nach Tollens (13) ein Polysaccharid, das der Cellulose 
sehr nahe steht. Wird er mit HNO, behandelt, so entsteht Zuckersaure, 
keine Schleimséure. Nach Hydrolyse mit H,SO, erhailt man Glucose und 
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Mannose. Es kénnen Glucose-Phenylosazone und Mannosephenylhydrazor 
dargestellt werden. Salepschleim ist gegen Lackmus indifferent. Bei Satt 
gung mit MgSO,, Na,SO, und (NH,).SO, laBt er sich aussalzen. 

Ich stellte ein Praparat des Schleimes her, indem ich pulverisierte- 
Tuber Salep in Wasser bei Zimmertemperatur léste. Die Lésung wurde 
dann kraftig zentrifugiert, damit sie von Zellmembranen und diversen 
Interzellularsubstanzen befreit wurde. Die klare, schwach gelbliche, opal: 
szente Losung wurde darauf bei Ganzsittigung mit (NH,),SO, gefallt und 
noch zweimal umgefilit. Das Salz wurde gegen flieBendes Wasser in 
rotierenden Pergamentpapiersicken dialysiert. SchlieBlich wurde die Lésuny 
elektrodialysiert und danach auf dem Wasserbad eingedampft, woraut 
der Riickstand im Vakuum iiber konzentrierter H,SO, getrocknet und 
pulverisiert wurde. 

Die quantitative Bestimmung des Salepschleimes wurde mit Hilfe der 
Orcinreaktion, modifiziert von M. Sérensen (14), ausgefiihrt. 

Es wurde eine Lésung Salepschleim mit 0,923°, Trockensubstanz 
hergestellt. Diese Lésung wurde auf eine geeignete Konzentration verdiinnt, 
da es sich erwies, dafs man keine stiirkere Konzentration als 0,12 an- 
wenden kann, da sonst ein gefarbter Niederschlag entsteht. Die Probe 
wurde gemai8 Vorschrift mit Reagens versetzt und die entwickelte Farb- 
stirke nach einer gewissen Zeit in 0,5-em-Kiivetten in Pul/richs Stufen 
photometer (Filter 8S. 53) abgelesen, wobei eine Kurve, die das Verhiltnis 
zwischen dem Extinktionskoeffizienten und der Konzentration angibt, er- 
halten wurde. Bei Analyse unbekannter Lésungen wurde die so erhaltene 
Aichkurve benutzt, weil das Verhaltnis zwischen Extinktionskoeffizient 
und Konzentration nicht linear war. 

In einer Serie von 20 bekannten Proben wurde eine Genauigkeit von 

5% erreicht. 
Versuche tsber Adsorption. 


Da die Resultate das Nichtvorhandensein einer Adsorption an- 
zeigten, wird nur folgendes Beispiel angefiihrt: 


Rinderblutkérperchen (dreimal in physiolog. NaCl-Lésung gewaschen) 
wurden in Salepschleim-Kochsalzlésung suspendiert. Nach 15 Minuten 
wurde die Suspension zentrifugiert. Das Suspensionsmittel wurde abpipettiert 
und ein Teil davon auf Salepschleim analysiert. Der gr6Bte Teil wurde 
neuerdings mit gewaschenen Blutkérperchen versetzt und nach 15 Minuten 
zentrifugiert. Dies wurde dreimal wiederholt. Das urspriingliche Suspen- 
sionsmittel wurde selbstversténdlich durch den wiederholten Zusatz neuer 
Blutkérperchenmengen verdiinnt, weshalb das Blutkérperchenvolumen in 
jeder Suspension sorgfailtig bestimmt und die Analysenwerte auf die Ur- 
sprungslésung von Salepschleim reduziert wurden. 





Salepschleim 
0}, 
Das Suspensionsmittel vor dem Versuch .......... i 0,710 
nach , 1. Zentrifugieren . so ent 0,743 
2. . Scare ee ae 0,701 

3. M pops ape cecal 0,731 


” ” 


” ” 


” ” 


Ergebnis. Es konnte keine Konzentrationsabnahme des Salep- 
schleimes im Suspensionsmittel nachgewiesen werden. [Die Genauigkeit 
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der verwendeten Analysenmethode (+ 5°) war jedoch nicht véllig 
zufriedenstellend. | 


Anmerkung. Auch Natriumthymonucleinsiiure wurde quantitativ im 
Suspensionsmittel wiedergefunden. Auf Beispiele von direkten Analysen 
auf Natriumthymonucleinsiure wird ei 
verzichtet, da diese keine Adsorption 10 
zeigte. 


Versuche tiber Viskositdtsverdnderung. 


A. Natriumthymonucleinsdure - 
lésung (Na,T). 


Blutkérperchen von Rind und 
Schwein wurden dreimal mit physiolo- 
gischer Kochsalzlésung gewaschen. 
Es wurde eine Reihe Suspensionen 
angesetzt, enthaltend 100 cem Blut- 22 a 2 25% 
kérperchenbrei und 150 ccm Na,T Nay7 —~ 
in physiolog. Kochsalzlésung. Die Jai, *:: te mete ath Cee 
stark aggregierte Suspension lie} sich kérperchen: ©, mit Schweineblutkérper- 
spontan sedimentieren, worauf Proben chen: X, ohne Blutkérperchen : 
des Suspensionsmittels abpipettiert 
und in ein Héppler-Viskosimeter gebracht wurden. An jeder Suspension 
wurde Haimatokritbestimmung gemacht und Na,T berechnet. 








Ohne Blutkérperchen: 





Na,T in 7p: 
Viskositat in Zentipoise 


Mit Schweineblutkérperchen : 





Na,T in 9): 0,0943 0,189 
Viskositét in Zentipoise . .. . 1,39 2,04 


Mit Rinderblutkérperchen: 





Na,T in %o: 0.0945 0,283 0,378 0,472 


Viskositat in Zentipoise . .. . — 3,58 5,83 10,04 


Anmerkung. Natriumhefenucleinsaiure hatte in den gleichen Konzentra- 
tionen keine aggregierende Wirkung. 


B. Tragantschleimlésung. 


Zu diesem Versuch wurden dreimal gewaschene Rinderblutkérper- 
chen verwendet. Als aggregierendes Mittel wurde Pflanzenschleim von 
Tragant benutzt. 


Tragantpulver (Reinheitsgrad nach der Schwed. Pharmakopoe 1928) 
wurde in 100 Teilen Wasser gelést, wobei eine hochviskose, weil- 
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opaleszente Lésung erhalten wurde. Diese Lésung wurde kraftig zent: 
fugiert, um sie von Parenchymzellen und Fragmenten von diesen zu befrei: 
Die so erhaltene, nahezu wasserklare Lésung wurde am Wasserbad 7); 
Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde im Vakuum getrocknet und 
pulverisiert. Aus diesem Trockenpulver wurden dann die zu diesem und den 
folgenden Versuchen verwendeten Tragantlésungen  hergestellt. (Die 
spezifische elektrische Leitfahigkeit in einer 0,2°%igen Tragantlésuny 
in physiologischer Saccharoselésung war 4,12. 10°° reziproke Ohm.) 
Aus gereinigtem Trockenpulver von Tragant wurde eine 0,2°) 
Lésung in physiologischer Kochsalzlésung angefertigt. Die darin suspen 
dierten Blutkérperchen aggregierten (mikroskopische Kontrolle). 


y 
t 





Viskositit 
in Zentipoise 


Suspensionsmittel aus 30cem Blutkérperchen + 70 ccm Tra- 
gantlésung (0,2°, in physiologischer NaCl-Lésung) (Hama- 
POMPTON D> pint Me Heemah oh vase, MIReL aA ciaeonr’s 2,89 


70 cem Tragantlosung + 6ccm physiologischer Na Cl-Lésung . 2,86 


C. Pferdeplasma. 


Citratblut vom Pferd wurde zentrifugiert. Das Plasma wurde von den 
Blutkérperchen getrennt und diese dreimal mit physiologischer Koch- 
salzlésung gewaschen. Dabei wurden die Geldrollenaggregate aufgelést 
und Suspensionen von einzelnen Blutkérperchen in physiologischer 
Kochsalzlésung erhalten (mikroskopische Kontrolle). Bei der letzten 
Waschung wurde die Blutkérperchensuspension kraftig zentrifugiert, um 
einen an Suspensionsmittel armen Blutkérperchenbrei zu erzielen. 

Es wurde eine Suspension aus 30 cem Blutkérperchenbrei und 70 ccm 
des vorerwahnten Citratplasmas hergestellt (Haimatokrit 27,0°%). In dieser 
aggregierten die Blutkérperchen wieder. Ich lieB sie spontan sedimentieren, 
wonach der Viskosititsgrad des Suspensionsmittels bestimmt wurde. Eine 
Viskositatsbestimmung wurde auch an 70ccm_ Citratplasma + 3 ecm 
physiologischer Kochsalzlésung ausgefiihrt. 


‘ 





Viskositat 
in Zentipoise 
Citratplasma (das gewaschene Blutkérperchen aggregierte) . . 1.45 


Citratplasma (verdiinnt mit entsprechender Menge physio- 
RIPEN TROD MMRRNLORURIND 20 aan e is) hota thitten wh be ar 1,46 


Ergebnis. Eine Viskositaétsherabsetzung im Suspensionsmitte! 
(Na, T-Lésung, Tragantschleimlésung oder Citratplasma) konnte, 
nachdem die Blutkérperchen sich in diesem aggregiert hatten, nicht 
nachgewiesen werden. 

Uber Desaggregierung. 

Die starke Desaggregierung von roten Blutkérperchen nach Zusatz 
von Kochsalz in Gegenwart dieser hochviskosen Substanzen wurde in 
vielfach variierten Versuchen gemessen. Diese Versuche werden hier 
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nicht wiedergegeben, da die Wirkungsweise der Elektrolyten doch nicht 
befriedigend erklart werden konnte. 

Ks soll jedoch erwahnt werden, daB sich die elektrische Leitfaihigkeit 
in den vorerwahnten Suspensionsmitteln proportional den zugesetzten 
Klektrolytmengen verhalt. Die untersuchten hochviskosen Stoffe ver- 
ursachten keine abnorme Abnahme in der elektrischen Leitfahigkeit der 
zugesetzten Elektrolyte. Dies wurde durch eingehende variierte Ver- 
suche gezeigt. 

Diskussion der Ergebnisse. 

Mit der verwendeten Analysenmethodik konnte weder eine Ad- 
sorption von Salepschleim noch eine solche von Natriumthymonuclein- 
siure durch die Erythrocyten nachgewiesen werden. 

Smoluchowski (15) hat mathematisch eine Formel abgeleitet, die 
den Zusammenhang zwischen Viskositaét und Ladung der Partikelchen 
in Suspensionen angibt. Seine Resultate wurden experimentell nach- 
gepriift und haben sich fiir mehrere verschiedene Sole als giiltig erwiesen 
(H.R. Kruyt und H.G. B.de Jong (16)|. Michaelis und Rona (17) 
haben gezeigt, daB die Viskositaét in einer Serumalbuminlésung ein 
Minimum passierte, wenn der Saiuregrad sukzessiv veraindert wurde; 
Loughlin und Lewis (18) hingegen fanden, daB die Viskositaét einer 
Albuminlésung vom px unabhangig war, gleichgiiltig, ob diese nahezu 
salzfrei war oder nicht. Die von Arrhenius (19) empirisch gefundene 
Logarithmenformel, die das Verhiltnis zwischen Hydratation und 
Viskositaét angibt, stimmte, wie sich herausstellte, fiir EiweiBsole 
[Chick (20)], jedoch nicht fiir Celluloseacetatsole [Mardles (21)]. 

Aus den vo. liegenden Untersuchungen geht indes hervor, daB ein 
gewisser, jedoch kein sicher mathematisch-physikalisch definierter 
Zusammenhang zwischen Viskositaéts- und Hydratationsgrad besteht. 
Was das Verhiltnis zwischen Viskositaétsgrad und Partikelchenladung 
der EiweiBlésung anbelangt, ist dieses noch nicht véllig aufgeklart. 

In der Diskussion iiber die Ladung der Erythrocyten und die 
Hydratation der Erythrocytenoberfliche referiert Fahraeus (3) Zsig- 
mondy, der gezeigt hat, daB eine Reduktion der Partikelchenladung in 
einer kolloidalen Silberlésung eine Herabsetzung der Viskositat herbei- 
fiihrt, und Pauli, der darauf hinwies, da8 EiweiBlésungen viskéser sind, 
wenn die Partikelchen darin geladen sind, weil sie dann mehr hydra- 
tisiert sind. 

Wenn eine Aggregation der Erythrocyten in einer Suspension durch 
partielle Dehydratation der ,,Hydrathiille‘‘ (Fahraeus) der Erythrocyten 
oder durch Entladung der Kolloidpartikelchen des Suspensionsmittels 
hervorgerufen wird, so wiirde im ersteren Falle eine Viskosititsver- 
minderung infolge einer Wasserverschiebung von der Erythrocyten- 
oberflache nach dem Suspensionsmittel nachgewiesen werden kénnen, 
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wenn diese geniigend groB ist. Im zweiten Falle wiirde eine Viskosita( 
verinderung durch veranderte Partikelchenladung bei den Kolloidey 
im Suspensionsmittel entstehen. 

Nachdem ich Erythrocyten in verschiedenen Suspensionsmitte |), 
hatte aggregieren lassen, konnte ich jedoch keine Veranderung ihres 
Viskositatsgrades nachweisen. Als Suspensionsmittel wurden Lésungen 
von Tragantschleim, Natriumthymonucleinséure, versetzt mit Na(| 
zu isotonischer Konzentration, sowie Pferdeplasma verwendet. Aus 
diesem Resultat kann ich keinerlei sichere Schliisse iiber eventuell ent- 
standene Hydratationsverschiebungen ziehen, da die angewandte 
Methode diese nicht sicher genug zu bestimmen erlaubt. Beziiglich der 
Natriumthymonucleinsaéuresuspensionen muB ich bemerken, daB héchst- 
wahrscheinlich die Viskositét der Thymonucleinsaure nicht die innere 
Reibung einzelner Molekiile oder spharischer Molekiilaggregate ist, 
sondern da es sich hier um eine Strukturviskositét handelt, ahnlich 
derjenigen, die Mc Bain (22) erwahnt. Wenn dies der Fall ist, wiirde ihre 
Viskositét bei Hydratationsverinderungen nicht so hochgradig  ver- 
andert werden wie ein Stoff, der nicht strukturviskos ist. Die Viskositiit 
der Thymonucleinséure wird jedoch bei Salzzusatz (#. Hammarsten) 
verandert, was dafiir spricht, daB sie wenigstens teilweise von der 
Hydratation abhangig ist. 

Die desaggregierende Einwirkung der Elektrolyte auf die Aggregate 
im pathologischen Blut zeigte bereits Nasse (1). Spater hat Enocks- 
son (23) gefunden, daB er durch Zusatz von NaCl in hypertonischer 
Konzentration gesteigerte Suspensionsstabilitaét in Blutproben erzielen 
konnte, die hohe SR-Werte hatten. Dieselbe Wirkung erreichte er 
jedoch nicht bei Untersuchung von Blutproben mit normalen SR-Werten. 
Die Ursachen dieses Effektes wurden nicht naher studiert und der 
Verfasser nahm an, ,,that the principal cause of these phenomena 
consists in the variations in agglutination produced by different salt 
concentrations in conjunction with structural difference in the red 
corpuscles‘. — Die gesteigerte Stabilitat nach Salzzusatz beruhte wahr- 
scheinlich darauf, daB eine partielle Desaggregation der groBen ,,Geld- 
rollen“ in den pathologischen Blutproben erfolgte. 

In meinen Versuchen wurden die Blutkérperchen wiederholt in 
physiologischer Saccharoselésung gewaschen, worauf sie in verschiedenen 
Lésungen hochviskoser Stoffe (in physiologischer Saccharoselésung) 
suspendiert wurden. Desaggregierung wurde durch Zusatz steigender 
Elektrolytmengen heivorgerufen. Die Verteilung der Aggregate in den 
verschiedenen Suspensionen wurde in bezug auf verschiedene Senkungs- 
geschwindigkeit untersucht. Die GréBe der Aggregate wurde auch 
mikroskopisch studiert. Dabei zeigte sich, daB die Aggregate 
bei gesteigertem Salzzusatz an GréBe abnahmen, und daB die Sus 
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pensionen, weil Blutkérperchenfraktionen mit geringerer Fallgeschwin- 
digkeit aufzutreten begannen, mehr ausgeprigt polydispers wurden. 
SchlieBlich kam die Hauptmasse der Blutkérperchen nach geniigend 
yroBem Elektrolytzusatz als einzelne Elemente in der Suspension vor. 
Die Elektrolytkonzentration mute Isotonie iiberschreiten, damit 
Desaggregation erreicht wurde, und war also bedeutend gréBer (2,0 %, 
NaCl oder 0,342 n) als diejenige (0,005 bis 0,010 n), welche Desaggre- 
yierung von elektrodialysierten Suspensionen herbeifiihrte. Die Des- 
aggregierung geschah bei ungefahr derselben Elektrolytkonzentration, 
sei es, da die Aggregation durch Tragantschleim, Natriumthymo- 
nucleinsdure oder Pferdeplasma verursacht war. (Diese Konzentrationen 
stimmten gut mit den von Enocksson gefundenen iiberein, welche die 
Suspensionsstabilitat in pathologischem Menschenblut erhéhten.) 

Um eine Erklairung fiir diese hohe Elektrolytkonzentration zu 
finden, wurden Bestimmungen der elektrischen Leitfahigkeit in Sus- 
pensionsmitteln teils ohne, teils mit hochviskosen Stoffen gemacht. 
Ehrenberg und Wulff (24) hatten namlich eine Herabsetzung der elektri- 
schen Leitfahigkeit in elektrodialysierten Gelatinelésungen (0,3- bis 
8,2 igen) nach Zusatz von NaCl gefunden. Eine Aktivitaétsverminderung 
(in bezug auf die elektrische Leitfaihigkeit) der zugesetzten Elektrolyte, 
verursacht durch Gegenwart der hochviskosen Stoffe, konnte in dem 
Konzentrationsgebiet, in dem allmahlich eine Desaggregierung eintrat 


(bei isotonen und héheren Konzentrationen), nicht nachgewiesen werden. 


Obgleich relativ gleich in ihrer chemischen Zusammensetzung 
| Jorpes (25)], hatten die Natriumthymonucleinsdure und die Natrium- 
hefenucleinsiure eine wesentlich verschiedene Einwirkung auf die 
Erythrocyten, indem erstere sehr stark aggregierte, wahrend die zweite 
keinerlei EKinwirkung hatte, trotzdem sie in derselben Konzentration 
im Suspensionsmittel vorhanden war. Die Natriumthymonucleinsaure- 
lésungen hatten eine etwa viermal gréBere Viskositaét als die Lésungen 
der Natriumhefenucleinsaure. 


Zusammenfassung. 

Die aggregierende Einwirkung einiger hochviskoser Stoffe auf die 
Blutkérperchensuspensionen wurde untersucht. 

1. Dabei wurde bewiesen, daB weder Natriumthymonucleinsaure 
noch Salepschleim wahrend des Aggregationsverlaufs von den Blut- 
kérperchen adsorbiert wurden. 

2. Die Viskositét in Suspensionsmitteln, aus Natriumthymo- 
nucleinsdurelésung, Tragantschleimlésung und Plasma (Citrat) be- 
stehend, anderte sich nicht, nachdem Blutkérperchen darin aggregiert 
hatten. 
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3. Die durch hochviskose Stoffe, Tragantschleim, Natriu 
thymonucleinsdure, im Suspensionsmittel hervorgerufene Aggregatio 
lieB sich durch Elektrolytzusatz aufheben. Der Desaggregationsver]a iif 
wurde durch mikroskopische Untersuchung und Sedimentationsanaly se 
verfolgt. 


4. Die zur Desaggregation erforderliche Elektrolytkonzentration 
war etwa dreiBigmal gréBer als diejenige, welche Desaggregierung einer 
durch Elektrodialyse aggregierten Erythrocytensuspension hervorrict. 
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3. Uber die Sedimentationsanalyse der Erythrocytensuspensionen. 


Einleitung. 

In vielen meiner Versuche bekam ich sogen. verschleierte Sedimen- 
tationen, die mehr noch als bei scharfer Grenzzone zwischen Blut- 
kérperchen und Plasma, eine annahernde Schatzung des Aggregations- 
grades durch Bestimmung der Senkungsreaktion unméglich machten. 
In einer Reihe von Fallen wurde die sedimentierende Blutkérperchen- 
masse, in mehrere, ihrem Aussehen nach mehr oder weniger kompakte 
Schichten aufgeteilt. Diese Er:cheinung wurde bereits von Nasse (1) 
beobachtet, und Enocksson (2) fand dieselbe in seiner Untersuchung 
iiber Elektrolyteinwirkung auf die Senkungsreaktion. Abderhalden (3) 
stellte fest, da Blutkérperchenfraktionen, die aus verschiedencn 
Schichten einer zentrifugierten Blutprobe abpipettiert worden waren, ver- 
schiedene Senkungsgeschwindigkeiten hatten. Daf haimoglobinreichere 
Blutkérperchen rascher sinken als himoglobinarme, zeigten Bénniy: 
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und Herrmann (4) bei einer Untersuchung des Blutes bei perniziéser 
Animie. AuBerdem hat Ohno (5) eine Beziehung zwischen Sedi- 
mentationsgeschwindigkeit und Erythrocytenoberflache gefunden. 
Dieser Umstand deutet auf das Vorkommen einer mehr oder 
weniger ausgesprochenen Polydispersitaét in der Suspension in bezug auf 
die Blutkérperchen oder Blutkérperchenaggregate hin. Um wenigstens 
schatzungsweise den Dispersitatsgrad in meinen Suspensionen beurteilen 
zu kénnen, mute ich eine Methode zur Sedimentationsanalyse relativ 
konzentrierter Blutkérperchensuspensionen ausarbeiten. Das Prinzip 
meiner Methode ist folgendes: Die Blutkérperchenmasse sedimentierte 
in einer besonders konstruierten Kiivette (Abb. 10). Durch eine optische 
Anordnung konnte die Konzentration der Blutkérperchen wihrend des 
Sedimentationsverlaufs ununterbrochen in einer diinnen, horizontalen 
Schicht 10 mm unter der freien Fliissigkeitsoberflache bestimmt werden. 
Wenn die Blutprobe Aggregate und Blutkérperchen von verschiedener 
GréBe enthielt, trat nach und nach eine Konzentrationsabnahme ein, 
die darauf beruhte, da8 Partikelchen mit gréBerer Fallgeschwindigkeit 
als 10 mm/t bereits aus der oberhalb der analysierten Schicht befind- 
lichen Blutmenge sedimentiert waren. (¢ ist die Zeit nach Beginn der 
Sedimentation.) Auf diese Weise konnte die Blutkérperchenmasse in 
Fraktionen von Blutaggregaten, die verschiedene Fallgeschwindigkeit 
hatten, aufgeteilt werden. Die Radien derselben konnten nicht berechnet 
werden, da das Stokessche Gesetz bei der Untersuchung dieser Sus- 
pensionen nicht anwendbar ist, was im folgenden ausfiihrlich erértert 
wird. Es konnten so Verteilungskurven der Fallgeschwindigkeit bei 
verschiedenen Blutkérperchenfraktionen in derselben Blutprobe er- 
halten werden. (Diese Verteilungskurven zeigen zu einem gewissen 
Umfang scheinbare Werte, was unten naher besprochen werden soll.) 

Meines Wissens hat nur 2. Ponder (6) mit einer ahnlichen Methode 
Suspensionen einzelner Blutkérperchen in Elektrolytlésungen (Verdiinnung 
1: 80) untersucht. Weitere Forschungen auf diesem Gebiete sind offenbar 
durch AuBerungen gehemmt worden, wie sie beispielsweise H. Gessner (7) 
fallt: ,,Die Blutkérperchen sind sehr ungiinstig zur Schlammanalyse‘‘, und 
E. Ponder (8): ,,Stokes’ Law, and formulae allied to it, have often been 
used to determine cell density, cell radius and the viscosity of the fluid in 
which the cells are suspended. In the case of red cell suspensions at least, 
such a procedure is very dangerous, for the theory is too uncertain, and the 
experiments are too difficult —--—-—**. ,,The consideration of concentrated 
(red blood-cells) suspensions presents formidable difficulties.‘ 

Zunachst will ich die Formel von Stokes unter besonderer Beriick- 
sichtigung des vorliegenden Problems diskutieren. 

Wenn ein Partikelchen in einem Suspensionsmittel sedimentiert, hat 
man mit dem Reibungswiderstand des Partikelchens gegen das Suspensions- 
mittel w, dem Radius des Partikelchens r und der Viskositit , des Suspen- 
sionsmittels zu rechnen. C.G. Stokes fand (1849) rein empirisch, da® 


uw O+-a+ren-v, 
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wobei v die Sedimentationsgeschwindigkeit des Partikelchens ist. Die Schw 
kraft, die auf das Partikelechen einwirkt, ist 


-pP-(a O1)* gs 


wobei o das spezifische Gewicht des Partikelchens, ¢, das des Suspension 
mittels und g die Gravitationskonstante ist. 
Bei eingetretenem Gleichgewicht im System ist 


w= 
oder 
; 4 3 
62-r-n-v = gle) 9 oder v 
oder 


9.7 
J 2.qg(o— 04) _ 


Aus dieser Forme] la8t sich demnach der Partikelchenradius berechnen, 
wenn die Sedimentationsgeschwindigkeit experimentell bestimmt wird und 
die anderen Faktoren bekannte Konstanten sind. Wenn 


 Oon 
free teal 
29 (@— 94) 


erhalt man folgende iibersichtliche Beziehung: 


r=—C- V+ 
t 


wobei v = s/t und s die Sedimentationsstrecke ist, die in der Zeit ¢ zuriick- 
gelegt worden ist. 

Seitdem Sven Odén die Aufmerksamkeit auf die Stokessche Forme! 
gelenkt hatte, wurde sie bei der Behandlung der verschiedenartigsten 
Probleme verwendet und ihre Giiltigkeit wurde in vielen Fallen be- 
staitigt, in anderen hingegen nicht. Odén (9) faBt die Bedingungen, 
unter welchen sie Giiltigkeit hat, folgendermaBen zusammen: 

. Die Partikelchen miissen, verglichen mit den Molekiilen der 
Flissigkeit, groB sein. 
Das Volumen der Fliissigkeit muB groB sein gegeniiber dem der 
Partikelchen. 
Die Partikelchen miissen starr, glatt und spharisch sein. 
Es darf keine Reibung zwischen den Partikelchen und der 
Fliissigkeit bestehen, sondern die Partikelchen miissen in ihren 
Bewegungen von einer diinnen Fliissigkeitsschicht begleitet sein. 
Die Geschwindigkeit darf einen gewissen kritischen Wert nicht 
iiberschreiten (z. B. fiir Quarzpartikelchen in Wasser 2,5 cm 
pro Sekunde). 

. Die Konzentration der Suspension darf nicht zu hoch sein (am 


ce 


besten 1%). 
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Betrachtet man Suspensionen vereinzelter Blutkérperchen (von 
variierender Form) und Blutkérperchenaggregate kritisch unter Be- 
riicksichtigung dieser sechs Punkte, so findet man, daB die Partikelchen 
weder starr noch spharisch sind, und daB eine Konzentration von 15 bis 
30 °% Blutkérperchen zu hoch ist. Infolgedessen kann man davon aus- 
vehen, daB& Stokes Gesetz auf diese Suspensionen nicht angewendet 
werden kann, was auch Kermack, Mc Kendrick und Ponder (0) fiir 
Suspensionen mit vereinzelten Blutkérperchen experimentell bewiesen 
haben. Diese Verfasser haben mathematisch Korrektionsformeln mit 
Riicksichtnahme auf die Scheibenform der Blutkérperchen und die 
Geldrollenform der Aggregate abgeleitet und diese Formeln experimentell 
gepriift, haben aber recht groBe Abweichungen gefunden, die sie ,,the 
lack of complete rigidity and the lack of homogenity of size of the red 
blood-cells‘‘ zuschreiben. 

Vorliegende Methodik macht keinen Anspruch darauf, streng physi- 
kalisch exakt zu sein, sondern ist nur ein Mittel, eine Funktion des Dis- 
persitdtsgrades der Erythrocytensuspensionen annihernd bestimmen zu 
kinnen. 

Methodik. 


Konzentrationsbestimmungen der roten Blutkérperchen. 


Die zu untersuchenden Blutkérperchensuspensionen wurden in eine 
Glaskiivette von der aus Abb. 10 ersichtlichen Form gebracht. Thre lichten 
MaBe waren: Héhe 70mm, Breite 15mm. Der Abstand zwischen den 
planparallelen Glasplatten betrug 2,76mm. 10mm unter- 
halb des oberen Randes der Kiivette war ein horizontaler 
Spalt in der Weise angebracht, daB die ganze Kiivette 
auf ihrer dem Lichte zugewendeten Seite mit einem schwarz 
gemalten Messingblech bedeckt wurde, in welchem eine 
rechtwink lige Offnung (Linge 10 mm, Héhe 1,5 mm) aus- 
gestanzt war. Der obere, offene Teil der Kiivette wurde 
mit einer Glasscheibe bedeckt, die vorsichtig iiber die 
Suspension geschoben wurde, damit zwischen dieser und 
der Scheibe keine Luftblasen entstanden. 

Als FuBplatte der Kiivette diente ein mittels Picein 
befestigter Objekttrager. Die Kiivette stand wahrend der 
Versuche erschiitterungsfrei auf einem in der Horizontal- 
ebene genau eingestellten Postament ohne jede Verbindung 
mit dem Tische, auf welchem die iibrigen Apparate standen. Abb. 10. Die Sedimen- 

Mit Hilfe einer Anordnung von O. Warburg und E. Nege- tationskiivette. 
lein (11) wurde die Lichtabsorption in der Blutkérperchen- 
suspension in folgender Weise gemessen: Von einer elektrischen Metalldraht - 
lampe (12 Volt, 8 Amp. Wechselstrom) erhielt man dadurch, daB eine Wider- 
standslampe (Eisendraht in Wasserstoffgas) mit dem Primiarkreis des 
Wechselstromtransformators in Serie geschaltet war, um zufallige Netz- 
variationen zu kompensieren, ein nahezu konstantes weifes Lichtbiindel, 
das in einen Flintglasmonochromator geschickt wurde. Es wurde Licht von 
der Wellenlange 650 (630 bis 670) my ausgewahlt und dieses als paralleles 
Biindel iiber den horizontalen Spalt vor der Kiivette durch die Blutkér- 
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perchensuspension geschickt. Die Intensitaét des Lichtbiindels konnte dur 
einen zwischen Monochromator und Kiivette angebrachten rotierend 
Sektor reguliert werden, der, wihrend er im Betrieb war, eingestellt werd 
konnte. Die Lichtintensitét, welche die Kiivette passiert hatte, wurde n 
Hilfe einer photoelektrischen Zelle (Elster und Geitel) und einem ,,Faden 
elektrometer*®* (Lutz und Hdelmann) abgelesen. 

Nach Lambert-Beer hat man folgende Relation: 


I, Ty-107%°4-© oder e, = é Bigg. 
d c q; 

wobei J, die Lichtintensitaét ist, die von der Lichtquelle durch die Kiivette 
mit dem Suspensionsmittel allein dringt, J, die Lichtintensitaét, die nach 
dem Durchgang durch die Kiivette mit einer Blutkérperchensuspension von 
der Schichtdicke d iibrig bleibt, c die Konzentration der Suspension, d die 

Schichtdicke (die in diesen Ver- 
48r- suchen immer konstant gehalten 
j wird) und e, der Extinktions.- 
koeffizient. 


16 


Um zu untersuchen, ob das 
genannte Gesetz fiir diese Sus- 
pensionen Giiltigkeit hat, stellte 
ich eine Serie Verdiinnungen 
einer Blutkérperchensuspension 
in physiologischer Saccharose- 
lésung her. In den Kurven ist 
auf der Ordinate 


Tit 
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und auf der Abszisse die Blut- 
Abb. 11. Aichkurve. kérperchenkonzentration in Vo- 
Ordinate: Der Extinktionskoeffizient. . ‘ 
Abszisse: Die Blutkirperchenkonzentration. lumprozent (Hamatokritwert) 
aufgetragen. 

Wie aus den Kurven hervorgeht, ist das Verhaltnis zwischen ¢ und 
der Blutkérperchenkonzentration nicht linear und das Gesetz von 
Lambert- Beer kann daher fiir eine direkte Berechnung der Konzentration 
aus den erhaltenen Extinktionskoeffizienten nicht zur Anwendung 
kommen. Die Abnahme der Lichtintensitét beim Durchgang durch die 
Blutkérperchensuspension wird wahrscheinlich teils von einer Absorption 
in der Hamoglobinlésung der Blutkérperchen, teils durch eine Dispersion 
des Lichtes infolge Reflexion des Lichtes in den Oberflachen der Blut- 
kérperchen verursacht. 

Ich untersuchte die Lichtabsorption einer Blutkérperchensuspension 
sowie einer ebenso konzentrierten, aber himolysierten Lésung in Licht 
von verschiedenen Wellenlangen. Aus den Kurven ist ersichtlich, dali 
die Blutkérperchensuspension bis zu zehnmal soviel Licht absorbierte 
wie die entsprechende Hamoglobinlésung, was so gedeutet werden darf, 
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daB die Lichtabnahme durch Dispersion bis zu zehnmal gréBer ist als die 
durch die Lichtabsorption des Himoglobins verursachte Abnahme. 

Die Wellenlange 650 (630 bis 670) mu wurde mit Riicksicht darauf 
vewahlt, daB die Blutkérperchensuspensionen zuviel Licht von anderen 
Wellenlingen absorbieren, um Messungen mit Hilfe der Zelle zu ge- 
statten. Bei der angegebenen Wellenlange dagegen erhielt ich eine 
vollauf hinreichende Lichtintensitaét auch mit Suspensionen, welche 
bis zu 30 bis 40 °% Blutkérperchen enthielten. 


cle n 


vette 


nach Da demnach die durch Dispersion ver- 30; 

ise ursachte Lichtabsorption so bedeutend ist, o9) i Lrythrozytsuspension 

ti war anzunehmen, daB die Absorptions- mn 

ten verhaltnisse einerseits in stark aggre- 

ons- gierten, andererseits in monocellularen, 
gleichkonzentrierten Suspensionen  ver- 

das schieden sind, da ja die gesamte in diesem 

Sus- Zusammenhang wirksame Blutkérperchen- 

lite oberflache im ersteren Falle geringer ist 

wen als im letzteren. Um dies zu priifen, wurde 

sion eine Reihe Blutkérperchensuspensionen 

ose- mit variierendem Gehalt an Tragant- 


| ist schleim, gelést in physiologischer Koch- 40 
salzlésung, hergestellt. Dabei wurden in 08 
den Suspensionen verschiedene Aggre- 


° 46 
gationsgrade erhalten. 


4- 
Man findet, daB é in einer stark aggre- : 
gierten Suspension im Verhaltnis zu einer 4 none 
nicht aggregierten etwa 10 %, und die oj 60 620 630 640 650 660 Lf 
Blutkérperchenkenzentration etwa 17 bis a. os 
18% (scheinbar) abnimmt. Die Licht- 
absorption ist demnach fiir monocellulare Elemente und Aggregate 
nicht gleich und auch nicht fiir Aggregate von verschiedener GréBen- 
ordnung. 
Die Berechnung der Konzentration der roten Blutkérperchen in Blut- 
kérperchensuspensionen wurde daher in folgender Weise ausgefiihrt: 








Von der Suspension, deren Sedimentationsanalyse ausgefiihrt 
werden soll, wurden 5ccm genommen und eine Verdiinnungsserie mit 
folgenden Verdiinnungen 1: 1, 1: 2, 1:4, 1: 8, 1: 16, 1: 32, 1: 64 her- 
gestellt, die nach etwa 30 Minuten Stehen photometriert wurden. Als 
Verdiinnungsfliissigkeit wurde physiologische Saccharoselésung ver- 
wendet, zumal diese wahrscheinlich nicht desaggregierend einwirkt. 
(Bei einer mikroskopischen Untersuchung findet man dasselbe Bild der 
Aggregate in den verschiedenen Verdiinnungen.) Beim Verdiinnen mit 

13* 
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physiologischer Kochsalzlésung (oftmals schon in einer Verdiinnun 
von 1:2) hingegen erfolgt bekanntlich eine Desaggregation. 


Aus den erhaltenen Photometerwerten wurde log Io é berechnet 
1 

und eine Aichkurve (Abb. 11) aufgezeichnet mit ¢ als Ordinate und de: 
Blutkérperchenkonzentration als Abszisse. Dabei bekommt man 
Kurven, die alle ein gleichartiges Aussehen und einen ebensolche: 
Verlauf haben, aber untereinander verschoben sind, was wahrscheinlic| 
u. a. auf verschiedenem Aggregationsgrad und verschiedenen Formen de: 
einzelnen Blutkérperchen beruht. Orskov (12) hat gezeigt, daB kleine 
Volumenveranderungen der Blutkérperchen in verdiinnten Suspensionen 
(1: 100) auf die Lichtabsorption einwirken, weshalb ich die Suspensionen 
immer wenigstens 30 Minuten stehen lieB, bevor sie photometriert 
wurden, damit sie ein gewisses osmotisches Gleichgewicht erreichen 
sollten. 

Mit Hilfe der Aichkurve und der wahrend der Sedimentation er- 
haltenen ¢-Werte konnte ich die Blutkérperchenkonzentration in 
Prozenten der Ursprungskonzentration (= die relative Konzentration) 
bestimmen. 


Genauigkeit der Methode. Dank der objektiven Bestimmung der Licht- 
intensitatsveranderungen mittels des einstellbaren Sektors und der Photo- 
zelle war es mdéglich, den durchschnittlichen Fehler bei einer einzelnen 


sad 
Beobachtung berechnet nach der Gleichung vo = + J al auf + 0,004 , 


herunterzubringen, was innerhalb des geraden Teiles der Aichkurve etwa 

0,07 Vol.-% Blutkérperchen in der Suspension entspricht. Die Kurve 
kann infolge ihres Verlaufs mit recht groBer Genauigkeit zwischen den 
erhaltenen Punkten aufgezeichnet werden. Aus dieser Kurve konnten die 
gesuchten Werte mit einer Genauigkeit von + 0,1 Vol.-% Blutkérperchen 
errechnet werden. 

Das Blutkérperchenvolumen in der Suspension wurde mittels Hamatokrit 
bestimmt. Die Kapillarrohre waren 50mm lang. In allen Fallen wurde 
eine Zentrifugierungszeit von 45 Minuten bei 3500 Touren/Minute ver- 
wendet. Es wurden stets nur iibereinstimmende Doppelbestimmungen ver- 
wertet. Diese Methode zur Bestimmung des Blutkérperchenvolumens ist 
einer scharfen Kritik unterzogen worden, man sieht sie aber doch immer 
noch als die sicherste an [C. S. Brooks (21)], obgleich der absolute Wert des 
Blutkérperchenvolumens schwer zu bestimmen ist [Z. Ponder (8)]. 


Die Sedimentationsanalyse. 


Durch die oben beschriebene Anordnung wurde eine kontinuierliche 
Schatzung der Veranderung des Blutkérperchenvolumens in einer 
Sedimentationskiivette innerhalb eines gewissen kleinen Volumens 
(horizontal liegender 1,5 mm hoher Raum) der Blutkérperchensuspension 
ermdéglicht. Dieses Volumen (Analysenvolumen) lag 10 mm unter der 
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oberen Begrenzung der Suspension. Der ,,Fallraum‘ der Partikelchen 
war demnach 10 mm tief. 

Bei Analyse einer polydispersen Suspension wurde also bei der 
Zeit t eine Konzentrationsabnahme erhalten, die darauf beruhte, daB 
\ggregate mit einer Fallgeschwindigkeit, die gréBer war als 10/¢ mm 
Minute, aus dem Fallraum ausgefallen waren. 

Die Konzentrationsveranderungen in der Blutkérperchensuspension 
wihrend der Sedimentation wurden in Prozenten der Ursprungs- 
konzentration angegeben [im folgenden mit q (v) bezeichnet]. 

Die von mir bei der Anwendung dieser Methode erhaltene q(v)- 
Kurve hatte ihr Maximum (100 °%) bei der Zeit 0 und nahm mit der Zeit 
ab, bis saémtliche Partikelechen das kleine Analysenvolumen passiert 
hatten, wobei sie ihr Minimum (0 %) erreichte. 

Die Summe der vollstandig sedimentierten Fraktionen war 


[ F (r)ar q(r) 


dq ( ) 


F (r), muBte also die Ver- 
dr 


und die erste Ableitung von q (r), 


teilung ergeben [H. Gessner (7)]. 

In den q(r)- und Verteilungskurven wird die Blutkérperchen- 
konzentration in Prozenten der Ursprungskonzentration (= die relative 
Konzentration) als Ordinate und die Zeit bzw. die Sedimentations- 
geschwindigkeit als Abszisse aufgetragen. 

Die Verteilungskurve wurde graphisch aus der q (v)-Kurve kon- 
struiert. 

Fehler der Methode. Die einzelnen Bestimmungen der Blutkérperchen- 
konzentration hatten einen relativ kleinen Fehler, nimlich -- 0,1 Vol.-°, 
Erythrocyten in Suspensionen, die in bezug auf die Erythrocyten 20% ig 
waren. In Prozenten der Ussprungskonzentration betrug also der Fehler 

0,5. Dieser Betrag schwankte etwas mit der verschiedenen Ursprungs- 
konzentration der Erythrocyten in der Suspension. 

Die Methode hat jedoch einen systematischen Fehler, dessen GréBe 
nicht abzuschitzen war, da sie ja auf der vorstehenden mathemati- 
schen Ableitung beruht, welche die Giiltigkeit des Stokesschen Gesetzes 
voraussetzt. Ich gebe infolgedessen nicht die Partikelradien (7), sondern nur 
die Fallgeschwindigkeit (v) der verschiedenen Fraktionen als Abszisse in 
den Verteilungskurven an. Ich bekomme also Verteilungskurven, welche 
angeben, wie gros der prozentuale Teil der dispersen Phase der Suspension 
ist, der zu verschiedenen Zeiten im Laufe der Sedimentation aus dem 
Analysenraum ausfallt. 


Beispiel einer Sedimentationsanalyse von normalem 
Menschenblut. 
In diesem Falle soll ausnahmsweise das ganze Versuchsprotokoll 
mitgeteilt werden. 
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Aichkurve (Abb. 11). 
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q(v) Relative 
Blatkérperchen- 
konzentration 
erhalten aus der 
Aichkurve 


Sektoréffnung , 
~ 400 Mittel 


0 217,7 1,725 100 
10 219.4 53! 1,728 100 
BD 217, 217,5 52, 1,724 100 
105 209.2 2094 1,708 
340 185,3 1,654 
365 22 | 182.1 1,647 
410 71,5 | 170,9 1,620 
470 7, 147,6 35, 1,554 
510 f 6 | 124.5 30, 1,483 
530 5 | 111,0 1,433 
565 20.7 0,705 
575 14.6 56 0.551 
597 9, ! 91 0,346 
630 5,8 0,150 
690 2 4.2 0,010 
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Suspensions- | | 41 
mittel F 


Blut von H11, Mann, 24 Jahre, gesund, wurde mit 1!/, Volumen 
3,8°%,igem Natriumcitrat versetzt und mit einem Volumen physiologischer 
Saccharoselésung verdiinnt. Héamatokrit 18,2 %. 

Die Verteilungskurve (Abb. 13) wurde durch graphische Ableitung 
der q (v)-Kurve konstruiert, ihr Aussehen geht aus der Abbildung 
hervor. Der Ubersichtlichkeit halber zeichnete ich beide Kurven in 
dasselbe Koordinatensystem. 

Ergebnis. Die Verteilungskurve bei Analyse normalen Menschen- 
blutes zeigte ein scharfes Maximum, das ungefiahr 80°, der gesamten 
Blutkérperchen umfaBte bei einer Fallgeschwindigkeit von 10/480 bis 
10/630 mm /Minute. Zwischen 10/540 und 10/570 mm/Minute lagen 
59,5°%. Schon nach 60 Minuten Sedimentation begannen — kleine 





nen 
her 


un 
ang 


In 


( ntersuchungen iiber den Aggregationsmechanismus der Erythrocyten. 193 


Portionen aus dem ,,Fallraum‘* auszufallen, so daB ihre Gesamtmenge 
bei der Zeit 480 Minuten 14° betrug. 

In Westergren-Rohren wies der obere Teil der Blutkérperchensaule 
eine scharfe Grenze gegen das oberhalb befindliche Plasma auf. 
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Abb. 13. Die Ordinate: Rel. Blutkérperchenkonzentration. 


Uber den Dispersitdtsgrad in Blutkérperchensuspensionen unter 
verschiedenen experimentellen Bedingungen. 


Rinderblutkérperchen in Tragantschleimlésung. 


Aus geschlagenem Rinderblut erhaltene Blutkérperchen wurden einmal 
mit isotonischer Saccharoselésung gewaschen und danach mit derselben 
Lésung zu einem Blutkérperchenvolumen von 38% versetzt. Von dieser 
Suspension wurde 1 Volumen mit einem Volumen 0,1°% igem Tragant, 
gelést in physiologischer Saccharoselésung, versetzt und gut gemischt. Es 
wurde, wie mikroskopisch beobachtet wurde, eine Aggregation der Blut- 
kérperchen erzielt. Unter dem Mikroskop sah man Blutk6érperchenaggregate 
von verschiedener Gr6éBe. Die Blutkérperchen lagen nicht in ,,Geldrollen- 
bildungen‘‘ geordnet, sondern waren ohne besondere Ordnung aneinander 
gefiigt. Da und dort sah man einzelne Blutkérperchen. 


Bevor die Sedimentationsanalyse begonnen wurde, lief} ich die Blut- 
proben immer 30 Minuten in einem verschlossenen GefaiB stehen, wobei ab 
und zu vorsichtig umgeriihrt wurde, um ein gewisses Gleichgewicht im 
System hinsichtlich Ionenverteilung und Aggregatbildung zu erreichen. 
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Sowohl SRgy als auch SRw waren stark verschleiert. In diesem Schl: 
konnte man eine obere diinne und eine untere dichtere Zone unt: 
scheiden. 
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Abb. 14. Die Verteilungskurven 1 bis 8. 


Ergebnis. In der Verteilungskurve gibt die Ordinate dei 
prozentualen Anteil des Gesamtvolumens Blutkérperchen in der Sus 
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pension und die Abszisse die Sedimentationsgeschwindigkeit in mm 


pro Minute wiede”. 

Die Verteilungskurve (Kurve 1) hatte drei Verteilungsmaxima: 
eines bei der Fallgeschwindigkeit 10/30, ein zweites bei 10/95 und ein 
drittes bei 10/135. Von diesen war das zweite am kraftigsten und um- 
faBte im Intervall 10/70 bis 10/110 die Hauptmasse (64°) samtlicher 
Blutkérperchen. Die beiden anderen waren bedeutend weniger markiert. 

Von groBem Interesse war besonders das letzte Verteilungsmaximum, 
das wahrscheinlich einen Teil des sogen. Schleiers ausmachte. Nach 180 Mi- 
nuten Sedimentation verblieben immer noch 4°, Blutkérperchen in dem 
kleinen Analysenvolumen. Bei Besichtigung der Sedimentationskiivette 
stellte sich heraus, daB sich der Analysenspalt derselben gerade in gleicher 
Héhe mit dem diinneren Teile des ,,Schleiers** befand. Mit einem Kapillar- 
rohrehen wurde eine kleine Probe von diesem Teile der Suspension ent- 
nommen, welche, wie sich ergab, aus einzelnen Blutkérperchen von ge- 
wohnlichem Aussehen sowie aus Aggregaten, zusammengesetzt aus einigen 
deformierten Blutkérperchen (Stechapfel), bestand. Ich mdéchte indes 
hervorheben, daB es unsicher ist, ob ich eine Desaggregierung herbeifiihrte 
oder die Blutkérperchen beim Abpipettieren oder beim Anbringen der 
Probe zwischen Objekttrager und Deckglas beschadigte. 


Pathologisches Menschenblut. 

Dieses Blut wurde mit !/; Volumen 3,8°%igem Na-Citrat genommen. 
SRw 115 mm/Stunde; Hamatokrit 30,8°,. Die Analyse wurde direkt an 
diesem Blute ausgefiihrt, das so stark aggregiert war, daB man die Aggregate 
makroskopisch in der Westergren-Réhre sah. Die SRw-Grenze war etwas 
verschwommen, aber stindig ablesbar. 

Ergebnis (Kurve 2). Die Analyse einer so rasch sedimentierenden 
Suspension wuide etwas weniger genau, da keine so groBe Anzahl von 
Beobachtungen fiir eine sichere Charakterisierung der Kurve erhalten 
werden konnte. Schon zu Beginn der Sedimentation fielen, wie man 
sieht, Fraktionen von Blutkérperchenaggregaten aus. Ein Maximum 
bei 10/12,5 war zwischen den Grenzen 10/8 bis 10/17 scharf ausgepragt 
und machte ungefahr 95% des gesamten Blutkérperchenvolumens aus. 


Rinderblutkérperchen in Tragantschleim. 


1. Blutkérperchen aus geschlagenem Rinderblut wurden einma! mit 
physiologischer Saccharosel6sung gewaschen und zu einer 0,2 °,igen Tragant- 
l6sung [in physiologischer Saccharoselésung, siehe Swedin (20)] zugesetzt. 
Es wurde eine stark aggregierte Blutkérperchensuspension erhalten, die 
jedoch durch Zusatz kleiner Volumina gesattigter NaCl-Lésung desaggre- 
giert wurde, bis eine Konzentration von 14,5°/), NaCl im Suspensions- 
mittel erreicht war. Hamatokrit 22,9%. Es trat keine Hiamolyse auf. 
Infolge einer starken Schleierbildung war es unméglich, SR abzulesen. 


Ergebnis (Kurve 3). Diese Suspension war ausgesprochen poly- 
dispers. Man glaubt jedoch zwei Verteilungsmaxima unterscheiden zu 
kénnen: ein erstes zwischen 10/0 und 10/120, das ungefahr die Halfte 





196 B. Swedin: 


der Blutkérperchen umfaBt, sowie ein zweites zwischen 10/120. w\| 
10/190, das etwa 40°% umfaBt. SchlieBlich blieben im Fallraum «.) 
Sedimentationskiivette nach beendigter Analyse etwa 8% als cin 
ununterbrochener Schleier zuriick. Man sieht also einen deutlichey 
Unterschied im Dispersitatsgrad zwischen einer mit Tragantschleim 
aggregierten Blutkérperchensuspension und einer, die teilweise durch 
Elektrolytzusatz desaggregiert worden war. 

2. Rinderblutkérperchen wurden unter Verwendung von Natriwm 
citrat als Antikoagulans zweimal mit physiologischer Saccharoselésung 
gewaschen und mit 0,2 °jigem Tragantschleim in physiologischer Saccharose- 
losung auf Hamatokrit 12% gebracht. Infolge Schleierbildung war SR 
nur sehr schwer ablesbar. 

Ergebnis (Kurve 4). Zuerst fiei (scheinbar) eine Fraktion von etwa 
20°, zwischen 10/0 und 10/50 aus. Danach erschicn ein scharfes 
Maximum zwischen 10/50 und 10/100, das etwa 75°, der gesamten 
Blutkérperchen betrug, sowie schlieBlich eine Fraktion von 5°%%, die 
wahrscheinlich den diffusen Schleier bildete. 


Normales Pferdeblut (geschlagen). 
Die Analyse wurde direkt an dem geschlagenen Pferdeblut ausgefiihrt. 
Hamatokrit 39,1°%. SR zeigte eine scharfe Grenze, die leicht abzulesen war. 


Ergebnis (Kurve 5). Diese Verteilungskurve erinnert an Kurve 2, 


die die Blutkérperchenverteilung in pathologischem Menschenblut 
(Citratblut) darstellt. Im ersten Teil der Sedimentation fiel (scheinbar) 
eine Fraktion von etwa 10% aus, danach kam ein kraftiges Maximum, 
das den gréBten Teil der dispersen Phase der Suspension ausmachte. 


Schweineblutkérperchen in Tragantschleim. 

Ein Volumen geschlagenes Schweineblut wurde mit einem Volumen 
0,2°%igem Tragantschleim in physiologischer Saccharoselésung versetzt. 
Hamatokrit 22%. SR zeigte auch hier eine scharfe Grenze zwischen Blut- 
kérperchen und Plasma. 

Ergebnis (Kurve 6). In diesem Falle kann man nur ein Ver- 
teilungsmaximum unterscheiden. Dieses war besonders ausgepragt fii! 
eine Blutkérperchenfraktion mit einer Sedimentationsgeschwindigkeit, 
die zwischen den Grenzen 10/95 und 10/100 lag und 75% des Gesamt- 
volumens der Blutkérperchen enthielt. 

Anmerkung. Dieser Versuch mit Schweineblut wurde nur einmal aus 
gefiihrt; ich teile die Verteilungskurve trotzdem mit, um das scharfe Ve 
teilungsmaximum zu zeigen. 


Pathologisches Menschenblut (Heparin). 


Die Blutprobe wurde mit einer 10-cem-Rekordspritze entnommen. 
deren Wande vor der Probeentnahme mit einer 1 igen Heparinlésunyg 
(Praparat von E. Jorpes) angefeuchtet worden waren, und mit !/,; Volumen 
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physiologischer Saccharoselésung versetzt. Hamatokrit 30%, SR war 
leicht ablesbar. 

Ergebnis (Kurve 7). Die Blutkérperchenfraktionen lagen gut ge- 
sammelt, es konnten aber zwei Maxima unterschieden werden: das 
erste umfaBte ungefahr 45°, der Blutkérperchen, das zweite den 
Rest (55%) derselben. 


Pathologisches Menschenblut (Citrat). 

Es wurde Blut desselben Patienten wie zu der vorhergehenden Analyse 
verwendet. In diesem Falle wurde aber !/; Volumen 3,8 °jiges Na-Citrat 
als Antikoagulans benutzt. Hamatokrit 30°). SR zeigte eine scharfe 
Grenze. 

Ergebnis (Kurve 8). Die Verteilungskurve hatte im groBen ganzen 
dasselbe Aussehen wie in der vorhergehenden Analyse, war aber langs 
der Abszisse nach links parallel verschoben, was andeutete, daB diese Blut- 
kérperchenfraktionen eine héhere Sedimentationsgeschwindigkeit hatten. 
Dies beruhte aber in beiden Fallen wahrscheinlich auf dem Unter- 
schied in der Viskositat des Suspensionsmittels. Auch diese Kurve 


zeigte zwei nahe beieinander liegende Maxima: das erste umfaBte etwa 
45°, und das zweite ungefahr 55% des gesamten Blutkérperchen- 
volumens. Infolgedessen konnte kein Unterschied im Dispersitatsgrad 
zwischen Heparinblut einerseits und Citratblut andererseits nach- 


gewiesen werden. 


Uber den Dispersitdtsgrad in einigen Blutproben von kranken und 

gesunden Menschen. 

Allgemein bekannt ist, daB sogen. verschleierte SR bei Untersuchung 
anamischen Blutes und da vor allem bei Anamia perniciosa erhalten 
wird, und daB verschleierte SR ab und zu ohne bekannte Ursachen 
auftritt. H. Engel (13) untersuchte mikroskopisch die unscharfe Grenz- 
zone in Blutproben von sowohl sekundérandmischen als auch von 
Anaemia pern.-Fallen, indem er das Blut in eine senkrecht stehende 
Zihlkammer sedimentieren lieB. Der Verfasser wies dabei darauf 
hin, daB die Ursache dieses Phinomens ,,die ungleiche GréBe der Agglu- 
tinate‘’ war. 

Da es sehr nahe lag, an das Vorkommen einer Polydispersitat in 
bezug auf die GréBe der Blutkérperchenaggregate zu denken, selbst wo 
diese nicht durch eine unscharfe Grenzzone zwischen den Blutkérperchen 
und der dariiber stehenden Plasmamenge im Sedimentationsrohr zum 
Vorschein kam, wurde eine Reihe Sedimentationsanalysen an Blutproben 
von gesunden und kranken Menschen ausgefiihrt. 


Die Blutproben wurden in iiblicher Weise aus einer Vene in der Ellen- 
bogenfalte entnommen. Dazu wurde eine 20-cem-Rekordspritze verwendet, 
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die vorher mit genau 4 ccm 3,8 °%igem Natriumcitrat beschickt worden wa: 
Die Sedimentationsanalyse der Blutproben wurde immer im Laufe von 2 Stiin. 
den begonnen. (Die pathologischen Blutproben nahm Dozent Bertil J oseph son 
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Abb. 15. Die Verteilungskurven 9 bis 15. 











von Patienten der medizinischen Abteilung des Kgl. Serafimerlazaretts mit 
freundlicher Erlaubnis der betreffenden Chefarzte, Herrn Professor J. Ho/m- 
gren und Herrn Professor H. C. Jacoboeus.) 


(Eine tabellarische Ubersicht iiber das Aussehen der erhaltenen 
Verteilungskurven ist auf 8. 199 zu finden.) 


Verteilungskurven. 


der erhaltenen 


Beschreibung 
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Diskussion. 


Bei einem Vergleich zwischen den Kurven, die bei Blutanalyse 
von Personen mit klinischen Diagnosen und denjenigen, die von auge), 
scheinlich Gesunden erhalten wurden, findet man, daB  nahezy 
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Abb. 16. Die Verteilungskurven 16 bis 21. 


alle zwei Verteilungsmaxima aufweisen, ein kleineres und ein gréBeres. 
Das kleinere liegt im ersten Teil der Kurve, das gré8ere im spateren 
Teile. Das Vorkommen der Maxima in der Verteilungskurve beruht auf 
sprungweisen Veradnderungen der Lichtabsorption. 


Die scheinbare 
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Konzentration der Blutkérperchen wurde mittels einer optischen 
Methode durch Messen der Lichtabsorption bestimmt. Zu diesem 
Zweck wurde bei jedem Versuch eine Aichkurve angefertigt, welche 
das Verhaltnis zwischen dem Extinktionskoeffizienten und der Blut- 
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Abb. 17. Die Verteilungskurven 22 bis 26. 


kérperchenkonzentration angibt. Wie bereits oben erwahnt wurde, war 
die Lichtabsorption in Suspensionen mit einzelnen Blutkérperchen und in 
Suspensionen mit aggregierten Blutkérperchen verschieden. In einem dort 
beschriebenen Falle war die scheinbare Blutkérperchenkonzentration in 
einer aggregierten Suspension 17 bis 18 °, geringer als in einer Suspension 
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mit einzelnen Blutkérperchen. Demnach schien die Blutkérperche: 
konzentration (bestimmt durch Lichtabsorptionsmessungen in eine 


aggregierten Suspension) 17 bis 18°, geringer zu sein als in einer (tat- 


sichlich gleich konzentrierten) Suspension mit einzelnen Blutkorperchey, 
Es wurde also eine scheinbare Konzentrationsabnahme in der aggi 
gierten Suspension erhalten. 

Von mehreren Seiten [Fahraeus, |.c. und Rothe (15) u.a.] ist ohr 
experimentelle Grundlage hervorgehoben worden, da der Aggregationsgrad 
der Blutkérperchen wahrend des ersten Teiles der Sedimentation, ,,Prii 
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Abb. 18. 


agglutinationsstadium‘‘, zunehmen soll. Aggazotti und Bucciardi (16), sowie 
Aggazotti und Marzini (17) fanden wihrend der Sedimentation bei Nephelo 
metermessung eine Veriinderung der Opazitit des Blutes. Sie beobachteten, 
da8 die von den Blutkérperchen verursachte Lichtdispersion (weiBes Licht) 
wihrend des ersten Teiles der Sedimentation abnahm. Als Erklarung diese 
Abnahme nehmen diese Verfasser eine Aggregation der Blutkérperchen an. 


Da es sich erwies, daB die Lichtschwachung bei der von mir ver- 
wendeten optischen Anordnung zu etwa 90 °% auf einer Dispersion des 
Lichtes beruht, liegt die Annahme nahe, daf das in den Verteilungs- 
kurven erhaltene erste Verteilungsmaximum durch ein variables Absorp- 
tionsverhaltnis in der Suspension und nicht durch eine wirkliche Kon- 
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faltbarkeit 1 


27 ' 


, 35° C 
te fellen. 


2 Nellversuch. 2 > 
Dampftopf 30 Minuten belassen, nach dem Abk 


bis 4 St 


26 2 He 


nach otwe 


auf 


oo Yo 


300 cem 


miikre 


N ( a 


mstres - 


) 200 com H,O im kochenden 


aufgefiilllt und filtriert. 





Lagerungs- 
zeit 
in Tagen 


Konsistenz der 
Hefe 


fest 
weich 


1 sehr ‘weich 


fest 
weich 
sehr weich 


0 
2 
5 
9 


” ” 


Tabelle IX. 


Gesamt-N 
der Hefe 
0 


0 


2,375 
2,384 
2,409 
2,418 
2,427 


25,6 
27,4 
29,8 
31,7 


21,3 
23,6 
31,7 
37,0 


2,375 
2,435 
2,461 
2.435 


Untergarige Bierhefe. 


16 licher n! ‘Formol-N 


1 Flissigkeit lo 
Formol-N 
vom 
léslichen N 


mg 


Lagerungstemperatur etwa 4°C, 


7,66 
9,93 
11,38 
14,04 
14,57 


35,96 
38,79 
41,53 
47,11 
45,96 


lislicher N 
mg 


0 
4,3 
6,1 
8,5 
10,4 


Lagerungstemperatur etwa 17°C. 


7,66 35,96 
13,91 58,94 
17,37 54,79 
20,74 56,05 


Analyse der Hefe. 


0 

2,3 
10,4 
15,7 


| Zunahme wihrend der Lagerung 


Formol-N- = 
mg 


0 

2,27 
3,72 
6,38 
6,91 


0 

6,25 

9,71 
13,08 


H,O = 74,24%, N = 2,059 %, N a. Tr. = 


Prefisaft 


Selbt sgérung U-Elektrode strémender Hy 


nach 20 Std. 


0,7 ecm CO, 
keine 
” 


” 


0,7 com CO, 
Spuren CO, 
keine 


. 


pu pu 


7,993 %, Rohprotein 


a. Tr. = 49,96 %, Haltbarkeit b. 35° C: nach etwa 12 Stunden weich; mikroskopischer Befund: infektionsfrei, 1 % sprossende 
Nullversuch. 29,14 g Hefe (= 0,6 gN) + 200 com H,O im kochenden Dampftopf 30 Minuten belassen, 
nach dem Abkiihlen auf 300 cem aufgefiillt und filtriert. 


und 6% tote Zellen. — 





Lagerungs- 
zeit 
in Tagen 


Konsistenz 
der Hefe 


fest 


weich 


” 


fest 
halbweich 
weich 
fliissig 


Gesamt-N 
der Hefe 


0 
0 


2,059 
2,067 
2,141 


2.168 


2.059 
2.11) 
2.125 


2,194 


In 50cem Fliissigkeit 


licher N 
mg 


mg 


‘3 Formol-N- 


0 0 
Formol-N 
vom 
léslichen N 


Lagerungstemperatur etwa 4° C. 


22,7 
24,9 
24,4 
24,7 


9,58 
9,76 
10,06 
10,50 


42,20 
41,23 
42.51 


Zunahme wihrend der Lagerung 
£ oe 


cher N 


mg 


sagerungstemperatur etwa 17°C. . 


9,58 
10,19 
ft77 
16,01 


42,20 
39,80 
45,44 
51,81 


Formol-N 
mg 


0,61 
2.19 
6,43 


Prefsaft 
Selbstgirung 
nach 20 Std. 


sehr stark 


sehr stark 
Spuren 
keine 
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Tabelle V. Obergarige Brennereihete. 


Analyse der Hefe. HzO = 73,97%, N 2,246%, Na. Tr. = 8,629%, Rohprotein a. Tr. 53,93%, Haltbarkeit b. 35°C: 


nach 72 Stunden weich; mikroskopischer Befund: infektionsfrei, 12% sprossende und 9% tote Zellen. 


Nullversuch. 26,71 g Hefe (= 0,6g N) + 200cem H,O 30 Minuten im kochenden Dampftopf belassen, nach dem 
Abkiihlen auf 300 cem aufgefiillt und filtriert. 





nie piikaabemic ct Zunahme wihrend der 
Lagerungs- “aoe Gesamt-N In 60 com Fitissigkeit 0 9 Formol-N Lagerung 

” zeit sistenz der Hefe | ———_______,--—_ si as TRS hina ae EES Berra 

in Taree der Hefe lislicher N Formol-N | j§slichem N | lslicher N Formol-N Selbst- U-Elektrode | strimender He 


mg mg | mg mg girung Pu 


Prebsaft 


Lagerungstemperatur etwa 4° C. 
2,246 19,8 7,26 36,67 0 keine 
2,202 23,0 8,40 36,52 3,2 
2,255 23,3 8,53 36,61 3,5 
2,281 23,3 8,53 36,61 3,5 
x 2,286 23,5 8,75 37,23 3,7 
halbweich 2,199 24,0 9,14 38,08 4,2 
s 2,210 25,0 9,63 38,52 5,2 
weich 2,210 10,06 38,69 6,2 


"Suz puBg lIYos}e7Z 9Yos|Weqoo!g 


‘usjoyMA[NY Josue esAjoyNY sip 10q,) 


Lagerungstemperatur etwa 17° 
test 2,246 7,26 36,67 keine 
= 2,246 8,93 38,83 
kalbweich 2,272 i 11,99 43,92 
sehr weich 2,272 14,22 45,87 


halbfliissig 2,330 28,48 54.98 
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zentrationsabnahme der Blutkérperchen verursacht ist. Um wenigstens 
an einigen Beispielen zu klaren, welcher von diesen beiden Fallen vorliegt, 
machte ich folgende Versuche: 

Versuch 1. Nachdem die Sedimentationsanalyse an einer Blutprobe 
von Fall 10 (Kurve 18) beendet war, wurden die Blutkérperchen erneut 
aufgeschlimmt, so daB wieder eine Suspension mit gleich verteilten Partikel- 
chen erhalten wurde. Danach lie ich die Blutkérperchen wieder in der 
Sedimentationskiivette, die aus dem optischen Apparat genommen wurde, 
sedimentieren und die ,,Senkungsreaktion’’ (SRx) wurde zu verschiedenen 
Zeitpunkten bestimmt. 

Das erhaltene Resultat ist in vorstehender Abbildung veranschau- 
licht. Die beginnende Biegung der Senkungsreaktionskurve fallt zeit- 
lich ungefahr mit der Lage des ersten Maximums der Verteilungskurve 
zusammen. Ferner geht aus den Kurven hervor, da8 das zweite Maximum 
der Verteilungskurve gerade dann eintritt, wenn die Grenzzone zwischen 
Blutkérperchen und Plasma bis 10mm unter die obere Grenze der 
Suspension heruntergegangen war. (Kine genauere Analyse dieser 
Kurven kann leider nicht ausgefiihrt werden, so daB sich der Verlauf 
der Senkungsreaktionskurve nicht scharfer bestimmen laBt als durch 
Ablesungen der Grenzzonenverschiebungen in 0,5 mm.) 

Von groBem Interesse wire es, unter Anwendung dieser Methodik 
die von Westergren (18) u.a. beschriebenen sogen. ,,Knickkurven zu 


untersuchen. 


Sollten, nach der Lage der beiden Verteilungsmaxima zu urteilen, 
15 bis 20% der gesamten Blutkérperchenmasse eine so bedeutend 
gréBere Sedimentationsgeschwindigkeit als der Rest haben, so wire es 
denkbar, beispielsweise eine wirkliche Konzentrationsabnahme im 
obersten Teil der Blutkérperchensuspension, bereits bevor eine Grenz- 
zone zwischen Blutkérperchen und Plasma aufzutreten begonnen hat, 
nachweisen zu kénnen. Als Voruntersuchung dariiber wurde folgender 


Versuch angestellt: 


Versuch 2. Als Sedimentationsrohr wurde der eine der beiden Schenkel 
des U-Rohres, das zu einem von H. Theorell (19) konstruierten Kataphorese- 
apparat gehért, verwendet. Sein innerer Durchmesser war 16 mm. Durch 
eine mechanische Anordnung konnten 60 mm des geraden Teiles der Schenkel 
in sechs 10 mm hohe, iibereinander liegende Zellen geteilt werden, die ganz 
voneinander getrennt waren. Durch dieselbe Anordnung konnten auch die 
Schenkel von dem unteren, gebogenen Teil des U-Rohres abgeschlossen 
werden. Durch diesen Apparat war also eine Réhre geschaffen, die zu einem 
bestimmten Zeitpunkt in sechs voneinander getrennte Raume geteilt 
werden konnte. 

Diese Réhre wurde bis zu einer Héhe von genau 60 mm mit einer Blut- 
probe beschickt, die eine SR von 24 mm/Stunde hatte. (Bei der Bestimmung 
der SR war der Zeitpunkt fiir das erste Auftreten der Grenzzone genau 
zu 6 Minuten nach Fiillung der SRw-Réhre mit der Blutprobe ermittelt 
worden.) Nach 5 Minuten (bevor eine im Apparat mit Lupe sichtbare 
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Grenzzone entstanden war) wurde die sedimentierende Blutkérperche: 
suspension mittels der mechanischen Anordnung in sechs iibereinand: 
liegende Fraktionen geteilt. Das Blutkérperchenvolumen in diesen Frak- 
tionen wurde mit Hamatokrit bestimmt, wobei in den verschiedenen Zell] «1 
folgende Werte erhalten wurden: 


24 


or 


60 mm Hiaimatokrit war vor Beginn des Versuchs 25 °%. 


to 09 
ooo 


ro 0 


bo 
6 > 
or or 


Eine sichere Konzentrationsabnahme im oberen Teile der Blutsuspension 
war demnach in diesem ‘einen Versuch nicht nachweisbar. (Wie der Versuch 
ausfallt, wenn die Suspension in eine gréBere Anzahl kleinerer Fraktionen 
aufgeteilt wird, ist noch ungewiB.) Eine gleichzeitig ausgefiihrte Sedimenta 
tionsanalyse mit der optischen Anordnung ergab eine (scheinbare) Kon. 
zentrationsabnahme von etwa 7,5% nach 6 Minuten. 

Die angefiihrten Versuche beweisen, daB das erste Maximum de: 
Verteilungskurven durch die verringerte Absorption, welche starke: 
aggregierte Blutkérperchen aufweisen, verursacht sein kann. Es ist 
das Ziel einer spiteren Arbeit zu untersuchen, in welchem Mabie 
Aggregation und eine eventuelle wirkliche Konzentrationsabnahme fiir 


dieses optische Phianomen verantwortlich sind. 


Bei einem Vergleich zwischen der GréBe dieser Verteilungsmaxima 
in Normalfallen ergibt sich, daB sie bei den Frauen im Durchschnitt 
21% (25, 20, 18, 21%) und bei den Mannern 17% (19, 17, 16, 15°) 
umfassen. Dies stimmt damit iiberein, daB die Absorptionsverminderung 
in starker aggregiertem Blute (von Frauen) gréBer wird als in weniger 
aggregiertem (Mannerblut). Bei einer Untersuchung von Blut mit ge- 
steigertem Aggregationsgrad wiirde man demnach finden, da das erste 
Verteilungsmaximum starker ausgepragt ist, was auch aus den Kurven 12, 
13, 14 und 16 mit 35, 32, 38 bzw. 23% ersichtlich ist. Die Ver- 
teilungskurven 11 und 17 zeigen starke Polydispersitit ohne _be- 
stimmte Verteilungsmaxima. Kurve 15 ahnelt sehr den Kurven der 
Normalfalle (in dieser war SR 6mm/Stunde). Ganz anders ist das 
Verhaltnis der Kurve 9 (Tbe.), die zwei Verteilungsmaxima (17,5 
-++ 17,5 °%) in dem ersten Teile der Kurve zeigt. Dieses Blut hatte eine 
SRyw 6mm /Stunde. In diesem Falle ware vielleicht auch eine wirkliche 
Abnahme der Blutkérperchenkonzentration auBer der scheinbaren 
denkbar. Kurve 18 ahnelt den Kurven der weiblichen Normalfille. 

Versuch 3. Die im Versuch 2 verwendete Roéhre wurde bis zu eine: 


Hohe von 74mm mit einer Blutprobe beschickt, deren SR 15 mm/Stunde 
war. Die Blutkérperchen sedimentierten, bis ihre Grenzzone etwa 13 mm 
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unterhalb der oberen Grenze der Suspension Jag. Die etwa 61 mm hohe 
Blutkérperchensiitule wurde nach einer Sedimentation von 80 Minuten 
mittels der erwahnten Anordnung in sechs Fraktionen aufgeteilt, an welchen 
Hamatokritbestimmungen gemacht wurden. 


28 
31 
37 
40 
42 
52 


60 mm Hamatokrit war vor Beginn des Versuchs 31,5%. 


Aus diesem Versuch geht hervor, daf} in der Suspension wirklich Blut- 
korperchenaggregate mit verschiedener Fallgeschwindigkeit vorhanden 
waren. Die Konzentrationsabnahme in den beiden obersten Zellen zeigt, 
daB aus dem oberen Teil der Suspension Aggregate mit gréBerer Fall 
geschwindigkeit ausgefallen sind. Die starke Konzentrationszunahme in 
den unteren Fraktionen beruht wohl auf dem Packungseffekt. Die gleich- 
zeitig ausgefiihrte Sedimentationsanalyse zeigte auBer einem ersten Maximum 
auch ein zweites Maximum, das aus einer Sammlung von Blutkérperchen- 
fraktionen mit verschiedenen Fallgeschwindigkeiten bestand. Die Kurve 
hatte ungefaihr dasselbe Aussehen wie Kurve 12. 

Das mitgeteilte Material ist noch zu gering, um eine nahere Er- 
érterung iiber das Aussehen der Kurven in den pathologischen Fallen 
mit Riicksicht auf die klinischen Befunde zuzulassen. Mit der optischen 
Methode kénnen demnach Veranderungen des Aggregationsgrades und 
mit einer Methode fiir Himatokritbestimmungen in diinnen Schichten 
auch Verainderungen der wirklichen Konzentration in Blutkérperchen- 
suspensionen wahrend der Sedimentation untersucht werden. Ich habe 
nicht nachweisen kénnen, auf welche Weise sich der Unterschied 
zwischen diesen beiden Erscheinungen in den Verteilungskurven wider- 
spiegelt. 

Zusammenfassung. 

1. Es wurden die theoretischen Unterlagen fiir eine Sedimentations- 
analyse der Erythrocytensuspensionen angefiihrt. 

2. Es wurde eine optische Methode ausgearbeitet, die eine ununter- 
brochene Schitzung der Lichtabsorptionsverhiltnisse der Suspension 
wihrend der Sedimentation erméglicht. 

3. Es stellte sich heraus, daB etwa 90° der Lichtschwachung 
wahrscheinlich durch eine Dispersion des Lichtes in der Oberflachen- 
<chicht der Blutkérperchen verursacht werden. 

4. Dies bewirkt, daB die Lichtschwichung in einer aggregierten 
Suspension geringer ist als in einer nicht aggregierten; denn im ersteren 
Falle ist die lichtdispergierende Oberflaiche infolge der Aggregatbildung 
geringer als im letzteren. 

14* 





Bb. Swedin. 


5. Unter Verwendung der optischen Anordnung wurden Seq; 
mentationsanalysen an einer Reihe verschiedener Blutkérperch: 
suspensionen ausgefihrt. 


A. Dabei konnte bestimmt werden, wann eine auf verschiede: 
Weise entstandene stark aggregierte Suspension durch sukzessive), 
Elektrolytzusatz véllig desaggregiert ist. 


B. Bei einer Untersuchung der Verteilungskurven, die bei Analy se 
der Blutproben von einigen gesunden und kranken Menschen erhalte 
wurden, konnten in den meisten Kurven zwei Verteilungsmaxima 
gefunden werden. Als Ursache des ersten Maximums wird eine Zunahme 
des Aggregationsgrades der Blutkérperchen bei Beginn der Sedi. 
mentation angenommen. 
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25. 


Uber die Autolyse einiger Kulturhefen. 


Von 
B. Drews. 


(Aus der Landwirtschaftlich-Tierarztlichen Fakultat der Universitat Berlin 
und dem Institut fiir Garungsgewerbe. ) 


(Eingegangen am 11, September 1936.) 


Mit 16 Abbildungen im Text. 


Ks ist eine bekannte Tatsache, daB die Hefe der Selbstverdauung 
(Autolyse) durch eiweiBspaltende Enzyme unterliegt, sobald ihr die 
normale Nahrungszufuhr entzogen wird. Die Bedingungen, unter denen 
diese zerst6rende Tatigkeit der EiweiBenzyme zustandekommt, sind 
von groBer praktischer Bedeutung fiir die Brauindustrie und in noch 
erhéhterem MaBe fiir die PreBhefeindustrie. 

Die Natur der Hefeproteasen ist durch die Arbeiten von Wall- 
stitter, W. Grassmann und Mitarbeitern geklart worden. Im Gegensatz 
zu den Methoden dieser Forscher, die ausschlieBlich mit Enzymprapara- 
ten gearbeitet haben, welche aus Hefe gewonnen waren, deren morpho- 
logische Struktur durch die Extraktion der Enzyme ganzlich zerstért 
war, wurde bei den vorliegenden Untersuchungen mit Hefezellen ge- 
arbeitet, die zum mindesten zu Beginn der Versuche noch intakt wacen, 
so daB die Enzyme also noch an das Hefeplasma gebunden waren. Als 
Substrat kamen nur die kérpereigenen hoch- und niedrigmolekularen 
EiweiBstoffe in Betracht, wie sie in der Hefezelle vorliegen. Die Hefe- 
autolyse! wurde also unter den Bedingungen untersucht, die fiir den 
natiirlichen, physiologischen Vorgang in der Hefezelle gelten. 

In ahnlicher Weise wie in der vorliegenden Arbeit haben W. Windisch, 


P. Kolbach und E. Fr. Rothenbach? in einer gemeinsamen Arbeit die natiir- 
liche Autolyse der untergiérigen Bierhefe untersucht. Sie ermittelten bei der 


' Terminologisch tritt eine ,,Autolyse‘‘ der Hefe erst nach dem Tode 
der Zelle ein, wihrend bei noch lebenden Hefezellen ohne normale Nahrungs- 
zufuhr eine ,,Proteolyse‘‘ vorliegt. Bei den noch zu beschreibenden Ver- 
suchen sterben unter der Einwirkung der Versuchsbedingungen (Tem- 
peratur, Wasserstoffionenkonzentration und Versuchsdauer) die Zellen in 
mehr oder weniger starkem Mae ab, so daB beide Vorgange nebeneinander 
verlaufen. Es wurde der Name ,,Autolyse‘ in iibertragenem Sinne gewahlt, 
da auch in der Fachliteratur bei der Hefe zwischen Proteclyse und Autolyse 
bisher nicht so streng unterschieden wird, wie dies auf medizinischem 
Gebiete der Fall ist, und im Prinzip die autolytischen Enzymprozesse auch 
genau so verlaufen wie die proteolytischen bei intakten Zellen (Haehn, 
Ergebn. d. Enzymforsch. 5, 117, 1936). 2 Wochenschr. f. Brauerei 45, 
251, 1928. 
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Autolyse frischer, nicht vorbehandelter, untergariger Bierhefe das Autoly: 
optimum bei py = 5. S. B. Schryver, T. Thomas und G. Paine! fanden cic 
optimale Ausgangswirkung fiir die natiirliche Autolyse einer intakten 
Hefe —- offenbar haben sie mit einer obergiérigen Bierhefe gearbeitet —- | 
Py = 4,6. 

Diese Divergenz lait die Frage auftauchen, ob dieselbe vielleiclit 
in dem verwendeten Kulturhefetypus begriindet ist. Dieser Gedanke 
wird besonders dadurch begiinstigt, daB in letzter Zeit neben den 
altbekannten morphologischen und biologischen Differenzierungsméig- 
lichkeiten von Ober- und Unterhefe eine ganze KReihe neuer Unter. 
scheidungsmerkmale der Kulturhefen auf biochemischer oder enz\ 
matischer Grundlage gefunden wurden ?. 

Zur Klarung der Frage, ob die Verschiedenheit des pa-Optimums 
der natiirlichen Hefeautolyse von untergiriger und obergiriger Bierhefe 
ebenfalls ein Charakteristikum des verwendeten Hefetypus ist, wurden 
Versuche auch mit der obergarigen Brennereihefe und der ihr rassen 
maBig verwandten GetreidepreBhefe durchgefiihrt. 

Hierbei wurde gleichzeitig angestrebt, Zusammenhange zwischen 
dem Autolyseoptimum der Hefen und ihrer Haltbarkeit zu finden, 
da letztere von gréBter Wichtigkeit fiir die Brau- und vor allem fiir die 
PreBhefeindustrie ist. Aus diesem Grunde wurde auch die Wirkung de: 
proteolytischen Enzyme bei der Lagerung der Hefen naher untersucht 
zumal infolge der bekannten verschiedenen Haltbarkeit der Bierhefe 
und der Brennereihefe Unterschiede erwartet werden konnten, iiber cic 
bisher nichts veréffentlicht ist. In diesem Zusammenhang war es auch 
notwendig, die Anderung der Wasserstoffionenkonzentration der Hefen 
wahrend ihrer Lagerung zu verfolgen. Hierzu wiederum mubte die 
besonders schwierige Frage nach der Wasserstoffionenkonzentration 
im Innern der Hefezelle einer Klarung naihergebracht werden. Dies 
wurde durch elektrometrische Bestimmung der Wasserstoffionen- 
konzentration der HefepreBsifte versucht. 


Versuchsbedingungen und analytische Methodik. 
Als Untersuchungsmaterial dienten folgende Hefen: 
1. Untergarige Bierhefe U der Hochschul-Brauerei, Berlin. 
2. Obergiarige Bierhefe O der Hochschul-Brauerei, Berlin. 


3. Obergarige Brennereihefe, Reinzuchthefe Rasse ,,M“‘, unter den 
Bedingungen der Luft-PreBhefefabrikation aus Melasse in der Hefe- 


1 J. of the Inst. of Brewing 33, 1920, 1927. — #2 O. Meyerhof, diese 
Zeitschr. 162, 43, 1925; Fink u. Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 168, 193, 
1927; Fink u. Weinjuriner, ebenda 195, 215, 1931; Fink, Wochenschr. t 
Brauerei 1932, 8S. 313. 
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zuchtanstalt des Instituts fiir Garungsgewerbe in Berlin hergestellt. 
sie entspricht dem Typus der Biackereihefe. 

4. Obergirige PreBhefe, nach dem alten Wiener Verfahren ohne 
Liftung, ausschlieBlich aus Getreide hergestellt?. 


Samtliche Hefen kamen in ganz frischem Zustande zur Verwendung. 
Die Bierhefen wurden sofort nach dem Schlauchen direkt dem Garbottich 
entnommen und die PreBhefen — soweit dies méglich war — an dem Tage, 
an dem sie aus der Presse kamen, gleich untersucht. 

Die Bierhefe wurde zunachst in iiblicher Weise von Hopfenharzen und 
anderen Verunreinigungen befreit, méglichst trocken abgesaugt, gut durch- 
mischt, in Standgliser fest eingestampft und dann bis zum Gebrauch im 
Kiihlraum bei einer Durchschnittstemperatur von + 4° C aufbewahrt. 

Die Vorbehandlung der Brennereihefe und der GetreidepreBhefe 
erstreckte sich nur auf ein sorgfiltiges Zerkriimeln, Durchmischen und 
festes Einstampfen in Standgliser. Die gute Durchmischung der Hefe 
hatte sich fiir ihre gleichmaBige Beschaffenheit — besonders hinsichtlich 
ihres Wassergehaltes —- als notwendig erwiesen. 

Vor der Verwendung wurden die Hefen zuniachst noch biologisch 
untersucht? und nur dann zu den Versuchen benutzt, wenn sie praktiseh 
infektionsfrei waren. Mit dieser Untersuchung wurde haufig eine zahlen- 
maiBige Bestimmung der in der Hefe in sprossendem Zustande vorhandenen 
Zellen und der mittels Methylenblaufairbung erkennbaren toten Zellen 
verbunden. 

AuBerdem wurde vor Versuchsbeginn die Trockensubstanz und der 
Gesamtstickstoff bestimmt sowie durch Multiplikation mit dem Faktor 6,25 
der Rohproteingehalt der Hefen errechnet. Haufig wurde auch eine Halt- 
barkeitsprobe der Hefen angesetzt. 

Zur Ermittlung der Trockensubstanz wurden etwa 2g Hefe auf dem 
Boden eines Wageglaschens ausgestrichen und nach genauer Gewichts- 
feststellung 4 Stunden bei einer konstanten Temperatur von 105°C ge- 
trocknet. 

Der Gesamtstickstoff wurde in iiblicher Weise nach Kjeldahl ermittelt. 

Die Priifung der Hefe auf ihre Haltbarkeit ist der Laboratoriumspraxis 
der Hefefabriken entnommen. Etwa 20 g Hefe wurden in ein Glischen fest 
eingedriickt, bei 35° C aufbewahrt und die Zeit ermittelt, in welcher die Hefe 
bei dieser Temperatur durch Autolyse weich wird. Eine gute Backhefe soll 
diese Warmegrade ungefihr 4 Tage aushalten, ohne weich zu werden. 

In Anlehnung an die Arbeit von W. Windisch, P. Kolbach und E. Fr. 
Rothenbach (|. c.) iiber die Autolyse der untergirigen Bierhefe wurde vor 
Versuchsbeginn in einem Nullversuch zuniachst festgestellt, wieviel ab- 
gebaute EiweiBstoffe in der vorliegenden Hefe an und fiir sich schon vor- 
handen waren. Diese Untersuchung wurde in etwas abgeanderter Form 
folgendermaBen durchgefiihrt : 


1 Fiir die freundliche Uberlassung dieser Hefe bin ich der Firma C. C. 
Christiansen in Flensburg zu Dank verpflichtet, die heute als einzige Hefe- 
fabrik in Deutschland neben der iiblichen Backerei-Lufthefe aus Melasse 
noch eine reine Getreidehefe nach dem alten Wiener Verfahren herstellt. 

? Die mikroskopischen Untersuchungen der Hefen wurden in der 
biologischen Abteilung des Instituts fiir Garungsgewerbe (Leiter: Dipl.-Br.- 
Ing. Glaubitz) ausgefiihrt. 
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Eine 0,6 g Gesamtstickstoff enthaltende Hefemenge (im Mittel a, 
nihernd 30g) wurde mit 200cem destilliertem Wasser verriihrt wd 
quantitativ in einen langhalsigen Erlenmeyer-Kolben von 500 cem Inhalt 
iibergespiilt. Der Kolben wurde mit einem Wattestopfen verschlossen, 7\:; 
Unterbrechung der Enzymtatigkeit in einen bereits kochenden Dampfto‘ 
gebracht und hierin 30 Minuten belassen. Die erhaltene Hefesuspension 
konnte nach beliebiger Zeit aufgearbeitet werden, da sie durch das ha}}). 
stiindige Verweilen im Dampftopf sterilisiert war, was sich fiir die gr6éBeren 
Autolysenreihen als Vorteil erwies. Sie wurde dann quantitativ in einen 
300 com-MaBkolben iibergefiihrt, mit destilliertem Wasser bis zur Marke 
aufgefiillt und nach guter Durchmischung durch ein Faltenfilter (Schleich r 
& Schill Nr. 560, Durchmesser 18,5 em) blank filtriert. 

In je 50 cem des goldgelben Filtrats wurde dann der lésliche, d. h. der 
insgesamt im Filtrat enthaltene Stickstoff, auBerdem der formoltitrierbare 
Stickstoff und die Wasserstoffionenkonzentration ermittelt. Die Unter. 
suchungen wurden zwei- bis dreifach ausgefiihrt und zeigten gute Uher- 
einstimmung. 

Die Ermittlung des léslichen Stickstoffs erfolgte wieder nach der 
Kjeldahl-Methode und die des formoltitrierbaren Stickstoffs nach der von 
S. P. L. Sévensen' ausgearbeiteten und spiter von Liiers* abgeanderten 
und verbesserten Methode in der von Kolbach* beschriebenen Ausfiihrungs. 
form. 

Die Wasserstoffionenkonzentration wurde mit der von L. Michaelis! 
zusammengestellten Apparatur elektrometrisch festgestellt. 

Bei den Versuchsreihen iiber die Wirkung der proteolytischen Enzyme 
bei der Lagerung der Hefen, die sowohl bei 3 bis 5° C als auch bei 17°C 
durehgefiihrt wurden, wurde die Wasserstoffionenkonzentration nicht in 
dem Filtrat ermittelt, sondern es wurde, um jeden Fehler durch die Ver- 
diinnung und die Sterilisation der Hefesuspension auszuschalten, der pq-Wert 
in der Hefezelle durch Messung des HefepreBsaftes zu bestimmen versucht, 
woriiber in einem Teil dieser Arbeit besonders berichtet wird. 

Die Herstellung des PreBsaftes erfolgte nach der von EF. Buchner ® 
gegebenen Vorschrift. Es muBte hierbei darauf geachtet werden, daf der 
zum Zerreiben der Hefezellen benétigte Quarzsand und die zum Aufsaugen 
des Zellsaftes beigemengte Kieselgur keinerlei Reaktion zeigten. 

‘ Die elektrometrische Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentrat ion 
des PreSsaftes wurde einerseits in strémendem Wasserstoff mittels de1 
Birnenelektrode von L. Michaelis und andererseits, da der PreSsaft eine 
kohlensaure- bzw. bicarbonathaltige Fliissigkeit darstellt, nach der Methode 
der ,,stehenden Wasserstoffblase‘“‘ mit der U-Elektrode nach L. Michaelis 
vorgenommen ®. 

Bei den Versuchen, welche die Festlegung der py-Optima der Autolyse 
der verschiedenen Hefearten zum Ziele hatten, wurden in gleicher Weise 
Hefemengen in Arbeit genommen, die je 0,6 g Gesamtstickstoff entsprachen. 
Diese Hefemengen wurden mit 200 cem einer Lésung, die 10 cem n HC! 
und wechselnde Mengen n/10 NaOH enthielt, angeriihrt und in einen lang- 


1 Diese Zeitschr. 7, 45, 1907. 2 Ebenda 104, 38, 1920. 
3 Wochenschr. f. Brauerei 45, 446, 1928. —- 4 Leonar Michaelis, Die Wasser- 
stoffionenkonzentration. Berlin 1914. 5 Buchner-Hahn, Die Zymase 
girung. Miinchen 1903. — * HE. Mislowitzer, Die Bestimmung der Wasser- 
stoffionenkonzentration von Fliissigkeiten. Berlin 1928. 
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halsigen Erlenmeyer-Kolben von 500 cem Inhalt iibergespiilt, der mit einem 
Wattestopfen verschlossen wurde. Durch Variation der Natronlaugemenge 
konnten nach Belieben innerhalb gewisser Grenzen bestimmte Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen erreicht werden. Die Chlorionenkonzentration war 
in simtlichen Kolben konstant. 

Die Kolben wurden nun kraftig umgeschiittelt und mit Bleigewichten 
versehen in ein Wasserbad mit konstant gehaltener Temperatur von 45° C 
eingesenkt. Hierin wurden sie zur Autolyse der Hefe unter é6fterem Um- 
schiitteln (etwa jede Viertelstunde) 4 Stunden belassen. Nach dieser Zeit 
wurden sie wie bei der Nullbestimmung zur Unterbrechung der Enzym- 
wirkung in einen bereits kochenden Dampftopf gesetzt, in dem sie 30 Minuten 
verblieben. 

Die Aufarbeitung der Kolben wurde, wie bei der Nullbestimmung 
beschrieben, vorgenommen und in dem Autolysat der lésliche Stickstoff, 
der formoltitrierbare Stickstoff und die Wasserstoffionenkonzentration 
ermittelt. 

is kénnte gegen die Methode der Zerst6rung der Enzyme durch halb- 
stiindiges Verweilen des Autolysats im Dampftopf der Einwand erhoben 
werden, daB dadurch die Wasserstoffionenkonzentration und der lésliche 
sowie formoltitrierbare Stickstoff verandert wiirden. Dies ist aber, wie fest- 
gestellt wurde, bei der autolysierten Hefe nicht der Fall. 

Parallel zu der Autolysereihe wurde noch eine zweite Reihe in gleicher 
Weise angesetzt, bei der die Kolben jedoch nach dem Anriihren nicht 
4 Stunden zur Autolyse in das Wasserbad kamen, sondern sofort in den 
kochenden Dampftopf gesetzt wurden. Hierdurch sollte, soweit es unter 
diesen Versuchsbedingungen mdéglich war, die direkte Saéure- bzw. Alkali- 
wirkung auf den EiweiBabbau festgestellt werden, um so durch Differenz 
zu der reinen Enzymwirkung zu gelangen. Es war klar, daB diese Versuchs- 
bedingungen nicht ganz exakt waren, da die Feststellung des Saure- bzw. 
Alkalieinflusses auf den EiweiBabbau nach Inaktivierung der Enzyme und 
bei einer ebensolangen Einwirkungsdauer von 4 Stunden hatte erfolgen 
miissen. Bei der Inaktivierung der Enzyme waren aber neue Unsicherheits- 
faktoren hinzugekommen, die vermieden werden sollten. Da die Versuche 
immer unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt wurden, zeitigten sie 
relative Ergebnisse, die fiir die Ziele dieser Arbeit vollauf geniigten. 

Es war zu erwarten und ist von anderen Forschern auch schon fest- 
gestellt worden, da sich die Wasserstoffionenkonzentration bei der Spaltung 
von HefeeiweiB zu Aminosiuren andert. Es ware deshalb richtiger gewesen, 
die Wasserstoffionenkonzentration durch Zugabe von Puffern konstant zu 
halten. Da jedoch fiir den untersuchten py-Bereich verschiedene Puffer- 
gemische hatten angewandt werden miissen, erschien es in Ubereinstimmung 
mit der Ansicht von Dernby sicherer, ohne Puffer als mit verschiedenen 
Gemischen zu arbeiten, zumal aus der in dieser Arbeit erstmalig durch- 
gefiihrten Gegeniiberstellung der py-Werte der Versuchsreihe des direkten 
Saure- und Alkalieinflusses und der Autolysereihe die Veranderung der 
Wasserstoffionenkonzentration wahrend der Autolyse einwandfrei hervor- 
geht. 

Wie aus dem Vorstehenden schon ersichtlich ist, wurde in dieser Arbeit 
die Wirkung der proteolytischen Enzyme bei der Autolyse durch die Zu- 
nahme des léslichen sowie des formoltitrierbaren Stickstoffs festgestellt. 
Hierbei ergibt die Bestimmung der Zunahme des léslichen Stickstoffs die 
eiweiBabbauende Wirkung der Hefeproteinase im Verlauf der Autolyse. 
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Zur Bestimmung der proteolytischen Wirkung der Hefepolypeptidase un 
der Dipeptidase wurde die Formoltitration gewahlt, obgleich klar war, da 
diese kein absolutes Ma® fiir den gebildeten Aminosaurestickstoff darstell, 
da in einem gewissen Mae auch die héher molekularen EiweiBkérper uni 
ihre nachsten Abbauprodukte sowie die Polypeptide bei Vorhandensein 
freier Carboxylgruppen formoltitrierbar sind. Wenn trotzdem die Formo!- 
titration angewandt wurde, so geschah es aus Mangel an einer besseren bzw 
im vorliegenden Falle anwendbaren Methode zur Bestimmung des Amino- 
siiurestickstoffs. Die Ermittlung des Aminostickstoffs mit salpetriger Saure 
nach van Slyke} laBt aus ahnlichen Griinden keine genauen Schliisse auf dic 
Wirkung der Peptidasen zu. Ebenso konnte die Alkalititration von Peptiden 
und Aminoséiuren gegen Thymolphthalein in alkoholischer Lésung nac!i 
Willstdtter und Waldschmidt-Leitz? nicht benutzt werden, da die in dem 
Hefeautolysat neben den zu bestimmenden Peptiden und Aminosauren 
vorhandenen Stoffe stérend wirkten, so daf brauchbare Resultate unter 
den vorliegenden Bedingungen nicht erhalten werden konnten, was 
W. Windisch, P. Kolbach und E.Fr. Rothenbach (l.c.) auch festgestellt 
haben. 

Die Wasserstoffionenkonzentration des Hefepregsaftes. 


Fiir das Studium der natiirlichen Hefeautolyse erschien es unerlat} 
lich, zunichst die Frage nach der Wasserstoffionenkonzentration im 
Innern der Hefezelle als dem Orte des eigentlichen enzymatischen Ge- 
schehens einer Klaérung naherzubringen. 

In der Literatur sind iiber die Wasserstoffionenkonzentration des Zell 
innern voneinander abweichende Angaben vorhanden. So ermittelten z. B. 
Tait und Fletcher® die Wasserstoffionenkonzentration in der Hefezelle 
kolorimetrisch mit py 6,0 bis 6,3. I. Smaill4 mit py 4,5 bis 5,5 und L. Mahdi 
hassan® nach der Mikroinjektionsmethode mit px 6,0 bis 6,1. Zu ahnlichen 
Werten kamen H. Pfeiffer® und M. Gutstein? auf anderen Wegen. Bei 
keinem dieser Ergebnisse ist die unbedingt notwendige Kontrolle durch 
eine elektrometrische py-Messung mdglich gewesen bzw. vorgenommen 
worden. 

_ Da zur Durchfiihrung einer elektrometrischen Messung gewisse 
Flissigkeitsmengen erforderlich sind, wurde versucht, durch Messung 
des Buchnerschen HefepreBsaftes der Wasserstoffionenkonzentration 
des Zellinnern niherzukommen. Soweit festgestellt werden konnte, ist 
auch iiber die Wasserstoffionenkonzentration des HefepreBsaftes noch 
nichts bekannt. Dies kommt wohl daher, da8 zur Herstellung des Preb- 
saftes iiberwiegend untergarige Bierhefe benutzt wird, die einen gar- 
kraftigeren Saft liefert als er aus obergariger Hefe und besonders aus 
Backereihefe erhalten werden kann. Die Bierhefe ist aber meist seh: 
glykogenreich und besitzt demzufolge eine starke Selbstgarung, die der 
PreBsaft aus solcher Hefe in noch erheblich erhéhterem MaBe aufweist 


1 B. Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 5, 1000. 
* Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 54, 2988, 1921. 3’ J. Inst. Brewing 382. 
393, 1926. — 4 Hydrogen-Ion Concentration in plant cells and tissues. 
S. 311. Berlin 1929. —- * Diese Zeitschr. 226, 203, 1930. —- ° Proto 
plasma 12, 472, 1931. 7 Arch. f. Mikrobiol. 4, 241, 1933. 
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ind die eine elektrometrische Messung als nicht durchfiihrbar erscheinen 
lassen mu. 

Um dieser Schwierigkeit bei der pu-Messung aus dem Wege zu 
vehen, wurden die Versuche mit einer glykogenarmen Hefe, und zwar 
mit der obergaérigen Brennereihefe Rasse M des Instituts fiir Garungs- 
vewerbe begonnen, die unter den Bedingungen der Lufthefefabrikation 
hergestellt wird und dementsprechend als Vertreter des Backereihefe- 
typus angesehen werden kann. Der aus dieser Hefe hergestellte Preb- 
saft zeigte keine oder nur eine geringe Selbstgarung. 

Der mikroskopische Befund der in ganz frischem Zustande in Arbeit 
yenommenen obergiarigen Brennereihefe ergab keinerlei Infektion. Die 
Zahl der noch in sprossendem Zustande befindlichen Zellen betrug 12 °% 
und die Zahl der toten Zellen 9°%. Noch in sprossendem Zustande be- 
findliche und besonders tote Hefezellen kommen selbst in frischer Hefe 
stets in geringer Menge vor. Mit dem Alter der Hefe nimmt die Zahl der 
toten Zellen zu. 


250 g der fein zerkriimelten, obergarigen Brennereihefe wurden mit der 
gleichen Menge Quarzsand und soviel gereinigter Kieselgur (auf 250g 
Brennereihefe und auf 130 bis 150 g der iibrigen Hefearten meist 50 bis 60 g) 
gut vermischt, daB die ganze Masse ein trockenes, fast weiBes Pulver dar- 
stellte. Dieses wurde in einer groBen Reibschale in etwa 2 bis 3 Minuten 
zu einem sich zusammenballenden, feuchten Kuchen zerrieben. Dann wurde 
die teigférmige Masse in ein FilterpreSituch eingeschlagen und der Saft in 
einer hydraulischen Presse in etwa '/, bis 3/, Stunde bei allmahlicher Steige- 
rung des Druckes auf 400 bis 450 atii ausgepreBt. Der Saft, welcher eine 
schwache braunlichgelbe, opalisierende Fliissigkeit darstellte, wurde in 
einer eisgekiihlten Vorlage aufgefangen, zur Entfernung etwa mitgerissener 
Hefezellen oder Zellhaute iiber Kieselgur filtriert und sofort zur pqy-Messung 
angesetzt. Letztere wurde, wie oben schon angegeben, bei Zimmertempe- 
ratur einmal unter Benutzung einer U-Elektrode nach dem Prinzip der 
stehenden Wasserstoffblase und auBerdem mit einer Birnenelektrode in 
stro6mendem Wasserstoff ausgefiihrt. 

Nebenher wurde der Saft noch annihernd auf Selbstgiirung gepriift, 
indem ein Einhornkélbchen von etwa 10 cem Inhalt mit dem Saft gefiillt, 
20 Stunden bei Zimmertemperatur beobachtet und die gegebenenfalls ent- 
wickelte CO,-Menge annihernd volumetrisch bestimmt wurde. 

Wenn so der py-Wert des Zellsaftes der ganz frischen Hefe festgestellt 
war, wurde die Hefe im Kiihlraum gelagert und in Abstanden von einigen 
Tagen aus derselben Hefe erneut PreBsaft hergestellt und gemessen. 


Tabelle Ll. py des Zellsaftes von bei 4°C gelagerter Brennereihefe 
Rasse M (Nr. 5). 
Saftausbeute aus 250g Hefe etwa 45 ccm. 





Lagerungs-| U-Elek- Strimender Selbst Lagerungs- U-Elek- Strimender 
zeit trode Hy ene zeit trode I, 


Selbst- 


¥ garung girung 


in Tagen Pu Pu 
0 5,71 5,82 0 39 5,86 5,97 0 

5 5,67 5,75 0 49 5,94 6,03 0 

19 5,70 5,83 0 60 5,96 6,05 0 
29 5,69 5,81 0 69 5,96 6,07 0 


in Tagen Pu pu 
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Die Messung des Saftes der vorstehenden Hefe, der keinerlei Selbs: 
garung zeigte, ging ohne Schwierigkeiten vor sich. Es wurden innerha!!, 
der bei diesen Messungen iiblichen Zeitdauer konstante Werte erhalte; 

Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, betrug die tatsdchliche Wasse: 
stoffionenkonzentration des PreBsaftes aus frischer Hefe 5,71. Mit dem 
Alter der Hefe ist die Wasserstoffionenkonzentration ihres PreBsafte. 
langsam zuriickgegangen. Die Hefe verhalt sich also hinsichtlich de; 
Anderung ihrer Wasserstoffionenkonzentration bei kalter Lageruny 
anders wie bei warmer Lagerung, bei der, wie die folgenden Versuche 
zeigen werden und wie auf Grund einer Arbeit von H. Haehn wn 
H. Leopold! zu erwarten war, eine Saurebildung stattfindet. Am 69. Taye 
wurde der Versuch abgebrochen, da die Hefe trotz kalter Lagerung durch 
Autolyse weich geworden war. Die Zahl der in der Hefe vorhandenen 
toten Zellen war auf etwa 20°, angestiegen. 

Der Unterschied zwischen der Messung in str6mendem Wasserstoff 
und der bei Anwendung der stehenden Wasserstoffblase (U-Elektrode) 
ist auf den Gehalt des Saftes an Kohlensaure zuriickzufiihren. Dieser 
ziemlich gleichmaBige Unterschied la8t den SchluB zu, daB sich der 
Kohlensauregehalt des Zellsaftes wihrend der Lagerung der Hefe nicht 
geandert hat, und daB es sich hierbei um die im Saft der intakten Hefe- 
zelle stets geléste Kohlensiuremenge handelt. Trifft dies zu, so ist es 
wahrscheinlich, da auch die Wasserstoffionenkonzentration des Prel- 
saftes mit der des Innern der intakten Hefezelle iibereinstimmt. Hierbei 
mu8 allerdings erwihnt werden, da Untersuchungen iiber eine even- 
tuelle Adsorption von PreBsaftkolloiden an die Kieselgur, die von Einflul 
auf die Reaktion sein kénnte, nicht angestellt wurden. Aber auch dann 
bleibt noch die Frage offen, ob nicht die Wasserstoffionenkonzentration 
in den einzelnen Hefezellen infolge des verschiedenen Entwicklungs- 
stadiums innerhalb des festgestellten py-Bereiches und vielleicht auch 
noch um ein Geringes dariiber hinaus differieren kann. 

Wurde dieselbe obergarige Brennereihefe statt bei 4°C bei 17° ( 
gelagert, so nahm die Wasserstoffionenkonzentration des Zellsaftes 
langsam zu (Tabelle IJ). Hierdurch wurde die Differenz zwischen den 


Tabelle II. py des Zellsaftes von bei 17°C gelagerter Brennereihefe 
Rasse M (Nr. 5). 
Saftausbeute aus 250g Hefe etwa 60 ccm. 





Selbst- 
garung 


Lagerungs- U-Elek- ‘Strimender 
ne alt trode H 


in Tagen PH Pa 


" _ | Lagerungs- U-Elek- Strimender 
— zeit trode 1, 
& & | in Tagen pu Pu 


0 5,71 5,82 25 5,51 5,53 
5 5,72 5,76 38 5,41 5,43 
19 5,55 5,55 





1 Zeitsehr. f. Unters. d. Lebensm. 67, 50, 1934; Wochenschr. f. Brauerei 
60, 97, 1934. 
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\lessungen im stré6menden Wasserstoff und bei stehender Wasserstoff- 
hblase immer geringer und war schlieBlich nicht mehr vorhanden. 

War die Brennereihefe glykogenhaltig, so ergab die Messung des 
PreBsaftes mit der U-Elektrode im Stadium der starksten Selbstgérung 
keine konstanten Werte, was bei Wiederholung mit anderen Brennerei- 
hefen mehrfach bestatigt wurde. 

Bei der Messung des PreBsaftes glykogenhaltiger Hefe gibt auch der 
mit der U-Elektrode festgestellte py-Wert keinen Anhalt fiir die Wasser- 
stoffionenkonzentration des Innern der intakten Hefezelle, da die Selbst- 
girung des PreBsaftes starker ist als die der lebenden Hefezelle, ja selbst 
héher sein kann als die Gaérung bei Anwesenheit von Zucker!. 

Es wurde daran gedacht, die Selbstgirung durch Zugabe inakti- 
vierender Stoffe zu unterbinden. Jedoch konnte fiir den vorliegenden 
Fall keine Substanz gefunden werden, die neben ihrer die Selbstgaérung 
hemmenden Wirkung ohne EinfluB8 auf die Platinelektrode oder, wenn 
dieses nicht der Fall war, ohne Einflu8 auf die Reaktion des PreB- 
saftes war. 

Ks ist bekannt”, daB8 man das Glykogen aus der Hefe ohne Schadi- 
gung ihrer Garkraft entfernen kann, wenn man die Hefe in ganz fein 
zerkriimeltem Zustande in diinner Schicht 8 Stunden bei 20°C oder 
24 Stunden bei 2°C lagern laBt. Ebenso verschwindet das Glykogen 

allerdings nur sehr langsam —, wenn man die Hefe unter Wasser 
aufbewahrt. 

Bei der untergarigen Bierhefe, die durch die GréBe ihrer Selbst- 
gérung eine pu-Messung unméglich machte, wurde von dem Verfahren 
der Lagerung der Hefe in fein verteiltem Zustande Gebrauch gemacht, 
und zwar gelang es, durch zweitagige Aufbewahrung bei etwa 4°C 
das Glykogen gr6Btenteils zum Verschwinden zu bringen. Nach dieser 
Zeit wurde die Hefe, die waihrend der Lagerung erheblich an Wasser 
verlor, durch Anriihren in Wasser und nachfolgendem, méglichst 
trockenem Absaugen wieder auf normalen Wassergehalt gebracht. 
Hierbei war es klar, daB in der Phase der Glykogenentfernung, die in 
einer Assimilation oder Vergérung bzw. Veratmung der aus dem Gly- 
kogen durch ein diastaseéhnliches Enzym gebildeten Hexose besteht, 
schon eine minimale Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration 
eintreten kann. 

Die PreBsaifte der obergarigen GetreidepreBhefe und der  ober- 
girigen Brauereihefe ergaben ahnliche py-Werte, wie sie mit der ober- 
girigen Brennereihefe und der untergairigen Bierhefe erhalten wurden. 
Ebenso entsprach die Differenz zwischen den Messungen mit den beiden 


' Macfadyen, Morris u. Rowland, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 33, 2764, 
1900; K. Myrbdck, Chem. d. Zelle u. Gewebe 12, 61, 1926. 2 E. Buchner 
u. S. Mitscherlich, Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 554, 1904. 
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Tabelle II]. pq des Zellsaftes von bei 4° C gelagerter, untergarig: 
Brauereihefe. 

(Die Hefe wurde durch Lagerung in fein zerkriimeltem Zustande bei 4° ( 

glykogenarm gemacht.) Saftausbeute aus 200 g Hefe etwa 80 ccm. Mikr 

skopischer Befund: Keine Infektion, 9% tote und 3% sprossende Zelle1, 





Lagerungszeit U-Elektrode stromender H» Selbstgiirung 
in Tagen nach 20 Std. 
PH Pu 


0 5,66 6,10 3,0 cem CO, 
3 5,82 6,24 OU 
14 5,88 6,21 4 
20 6,04 6,36 au, 


Elektroden bei diesen .Hefen der bei der obergarigen Brennereihefe 
festgestellten, sobald die Safte keine Selbstgirung mehr zeigten. Lie 
Resultate waren kurz folgende: GetreidepreBhefe: U-Elektrode py 5,73 
bis 5,81, strémender H, px 6,16 bis 5,90; obergarige Brauereihefe : 
U-Elektrode py 5,68 bis 5,63, strémender Hy px 5,89 bis 5,72. 


Um festzustellen, wie weit die Kohlenséure im auBersten Falle dic 
Wasserstoffionenkonzentration des Saftes nach der sauren Seite vei 
schieben kann, wurde ein frisch hergestellterPreBsaft aus Brennerei- 
hefe durch halbstiindiges Einleiten mit CO, gesattigt und dann 


gemessen: 





U-Elektrode Strémender H, 


pu vor dem Kinleiten von CO... . 5,42 5,65 
pu nach , rn Be = 5,27 5.65 


Im Zusammenhang mit der Bestimmung der Wasserstoffionenkonzen 
tration des Hefezellsaftes wurde auch die Frage untersucht, ob die Reaktion 
der die Hefezellen umgebenden Lésung einen Einflu8 auf das py im Innern 
der Zelle hat. Tait und Fletcher (1. c.) haben sich mit diesem Problem auch: 
schon beschaftigt. Sie bewahrten Hefe 48 Stunden lang in Wasser auf, da- 
auf py-Werte von 3,5, 4,5, 5,5 und 7,0 eingestellt war. Nach dieser Be 
handlung fanden sie in den wieder abgepreBten Hefen kolorimetrisch 
py-Werte von 6,2, 6,3, 6,4 und 6,5. Auf Grund dieser Resultate kommen 
sie zu dem SchluB, daB die Wasserstoffionenkonzentration der umgebenden 
Fliissigkeit ohne grundlegenden Einflu8 auf die Wasserstoffionenkonzentra- 
tion im Zellinnern ist. 

Diese Feststellung von Tait und Fletcher konnte auch durch Messung 
des PreBsaftes von untergiriger Bierhefe bestatigt werden, die au 
Fliissigkeiten mit verschiedener Wasserstoffionenkonzentration ab- 
gepreBt und zur Entfernung anhaftender Fliissigkeit auf dem Saug 
trichter einmal mit neutralem destilliertem Wasser nachgewaschen 
wurde. Die PreBsafte zeigten simtlich ziemlich starke Selbstgarung. 
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Tabelle LV. 





pu des Prefsaftes von untergiriger Bierhefe, 
abgepreft aus 


Wiirze : Wasser : Sodalésung 
(PR = 4,82) (Py 7,5) (pu = 8,1) 


U-Elektrode ..... 5,5 5,59 5,63 
Stromender Hy, . .. . 5,8! 5,85 5,89 


Aus dem Vorstehenden ist also ersichtlich, daB die Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Zellsaftes durch den Gehalt an Kohlensaure, die 
als staéndiger Bestandteil des Zellsaftes anzusehen ist, wesentlich beein- 
fluBt wird. Dementsprechend geben nur die pxy-Messungen nach dem 
Prinzip der stehenden Wasserstoffblase die tatsichliche Wasserstoff- 
ionenkonzentration des PreBsaftes an. Wie weit sich die gefundenen 
pu-Werte bei Saften, die noch eine mehr oder weniger starke Selbst- 
yirung zeigen, mit denen im Zellinnern decken, bleibt ungeklart. 


Fiir die glykogenarme Hefe, die keinerlei Selbstgarung mehr zeigte, 
sind die in Tabelle I und II mitgeteilten py-Werte auch fiir das Innere 
der lebenden Zelle als zutreffend anzusehen. Die leichte MeBbarkeit 
dieses Saftes und die konstante Differenz zwischen der Messung im 
str6menden Wasserstoff und bei stehender Wasserstoffblase scheinen 
diese Annahme vollauf zu bestaétigen. Wenn bei warmer Lagerung 


dieser Hefe und der dabei festgestellten steigenden Wasserstoffionen- 
konzentration des Saftes diese Differenz kleiner wurde, so findet dies 
darin seine Ursache, daB die geringe Kohlensiuremenge bei niedrigen 
pu-Werten (etwa von 5,6 an) die Wasserstoffionenkonzentration kaum 
noch beeinfluBt. 

Als sicheres Ergebnis dieser Arbeit steht weiter fest, daB die Wasser- 
stoffionenkonzentration des Zellsaftes und damit auch die des Zellinnern 
nicht konstant ist. Je nach dem ,,physiologischen Zustand‘ der Hefe, 
ob sie aus einem garenden Bottich entnommen wird oder erst in aus- 
vereiftem Zustande nach mehrtagiger Lagerung zur Untersuchung 
velangt, sind die gefundenen py-Werte verschieden. Es besteht deshalb 
kein unbedingter Widerspruch gegeniiber den oben aufgefiihrten Er- 
gebnissen von Tait und Fletcher, L. Mahdihassan, H. Pfeiffer und 
M. Gutstein, welche die auf kolorimetrischem Wege ermittelte Wasser- 
stoffionenkonzentration des Zellinnern iibereinstimmend mit 6,0 bis 6,1 
angeben, aber iiber den physiologischen Zustand der Hefe keine 
naheren Angaben machen. Nach den vorstehenden Untersuchungen 
liegt die tatsadchliche Wasserstoffionenkonzentration des PreBsaftes 
frischer Hefe ohne Selbstgaérung bei py = etwa 5,7. Mit zunehmendem 
Alter ist dieser py-Wert bei Lagerung der Hefe bei etwa 4° C auf etwa 
6.0 gestiegen. 
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DaB die Reaktion der die Hefezellen umgebenden Fliissigkeit 
keinen EinfluB auf das pa im Innern der Zelle hat, wurde durch dic 
Messung des PreBsaftes erneut bestatigt. Offenbar wirken hier in de: 
Zelle vorliegende Puffergemische wie Kohlensaure-Bicarbonat, primares. 
sekundares Phosphat und andere als Regulatoren. 


Die Wirkung der proteolytischen Enzyme bei der Lagerung der Hefen. 

Uber die Menge der bei der Lagerung der Hefe aus den genuinen 
KiweiBstoffen gebildeten léslichen Verbindungen wei8 man bisher sehr 
wenig. Nur fiir die untergirige Bierhefe finden sich in der schon mehr- 
fach zitierten Arbeit von W. Windisch, P. Kolbach und E. Fr. Rothenbach 
zahlenmaBige Belege iiber den fortschreitenden EiweiBabbau bei la- 
gernder Hefe. Fiir die anderen im Rahmen dieser Arbeit untersuchten 
Kulturhefen fehlen diese Feststellungen bis heute. Da nun gerade von 
der Backereihefe wegen ihrer im allgemeinen sehr guten Haltba:keit 
ein minder starkes Fortschreiten des EiweiBabbaues erwartet werden 
konnte, waren vergleichende Untersuchungen iiber das MaB des fort- 
schreitenden EiweiBabbaues der vier Hefearten von groBem Interesse. 

Die Lagerungsversuche wurden — wie oben schon angegeben — sowoh! 
bei etwa 4°C als auch bei etwa 17°C durchgefiihrt. Zur Ermittlung de1 
proteolytischen Enzymwirkung wurde die Zunahme des léslichen und 
formoltitrierbaren Stickstoffs in bestimmten Abstanden festgestellt. Da 
von allen Hefen gleiche Stickstoffmengen (0,6 g) in Arbeit genommen 
wurden, sind die bei den einzelnen’ Hefen gefundenen Werte direkt ver- 
gleichbar. 

An dem gleichen Tage, an dem die Hefen untersucht wurden, wurde 
auch die Wasserstoffionenkonzentration ihres PreBsaftes in der beschriebenen 
Weise ermittelt, um die Verinderungen der Wasserstoffionenkonzentration 
wihrend der Lagerung noch weiter zu verfolgen. 

In Tabelle V sind die bei der Lagerung der obergarigen Brennerei- 
hefe (Rasse M) erhaltenen Ergebnisse zusammengestelit. 

‘ Aus der Tabelle V ist zu ersehen, daB bei der Lagerung dieser 
glykogenarmen Hefe bei niedriger Temperatur vom 0. bis zum 5. Tage 
die Zunahme des léslichen und des formoltitrierbaren Stickstoffs ver- 
haltnismaBig hoch ist, daB aber bei der weiteren Lagerungsdauer die 
proteolytischen Enzyme das Hefeeiwei8 nur sehr langsam zersetzen. 
Hierbei nimmt der Formolstickstoff in absolutem MaBe nicht so stark 
zu wie der lésliche; bezogen auf die im Nullversuch schon vorhandenen 
Stickstoffmengen, ist aber eine wesentlich héhere Bildung von formol- 
titrierbaren, niedrigmolekularen Abbauprodukten deutlich erkennbar, 
die auf eine stirkere Wirkung der Poly- und Dipeptidase hinweist. 

Nach einer Lagerzeit von 49 Tagen beginnt die Hefe infolge des 
vorgeschrittenen EiweiBabbaues weich zu werden. 

Die Steigerung der Lagerungstemperatur von etwa 4° auf etwa 
17°C bewirkt eine ganz erhebliche Beschleunigung des EiweiBabbauc- 
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trationen der saiurebindende EKinfluB der EiweiBabbauprodukte iiber- 
wiegt, so daB eine Verschiebung des py nach der alkalischen Seite 
eintritt. Der Ubergangspunkt ist bei den einzelnen Hefen etwas ver- 
schieden und liegt etwa zwischen den py-Werten 5,8 bis 4,5. 

Aus der Tabelle XI geht auch hervor, daB durch den Zusatz gleicher 
Mengen n/10 NaOH bei den einzelnen Hefen nicht die gleiche Wasser- 
stoffionenkonzentration erzielt wird, und die Starke der pu-Verschiebung 
wihrend der Autolyse bei den einzelnen Hefen verschieden hoch ist. 
Dies ist leicht verstaindlich, denn die Pufferung der Hefefiltrate und 
Autolysate muB infolge der verschiedenen Zusammensetzung der Hefen, 
ihrer mehr oder weniger starken proteolytischen Krafte und der unter- 
schiedlichen Hefemengen verschieden sein. 


Zusammenfassung. 

Als Untersuchungsmaterial dienten 1. untergérige Bierhefe, 2. ober- 
girige Bierhefe, 3. obergarige Brennereihefe — wie Backereihefe unter 
den Bedingungen der Luft-PreBhefefabrikation hergestellt — und 4. ober- 
girige PreBhefe nach dem alten Wiener Verfahren ohne Liftung aus- 
schlieBlich aus Getreide gewonnen. 

Es wurde die Wasserstoffionenkonzentration von PreBbsaften dieser 
Kulturhefen elektrometrisch bestimmt, um die Frage nach der Wasser- 
stoffionenkonzentration im Innern der Hefezelle einer Klarung naher- 
zubringen. Hierbei wurde festgestellt, daB die Wasserstoffionen- 
konzentration des HefepreBsaftes durch seinen Gehalt an Kohlensaure 
beeinfluBt wird. 

Die Wasserstoffionenkonzentration des PreBsaftes einer frischen, 
glykogenarmen Hefe, die keine Selbstgirung mehr aufwies, lag 

- nach dem Prinzip der stehenden Wasserstoffblase gemessen bei 
pu = 5,7. 

Entsprechend dem physiologischen Zustande der Hefe kann die 
Wasserstoffionenkonzentration ihrer PreBsafte innerhalb  gewisser 
Grenzen schwanken. Es wurden pu-Werte von 5,41 bis 6,04 festgestellt. 

Durch Messung des pu im PreBsaft von untergariger Bierhefe wurde 
bestatigt, daB die Reaktion der die Hefezellen umgebenden Lésung 
keinen wesentlichen FEinfluB auf die Wasserstoffionenkonzentration 
im Innern der Zelle hat. 

Bei der Lagerung der vier untersuchten Kulturhefen zeigt sich hin- 
sichtlich der proteolytischen Wirkung ein deutlicher Unterschied 
zwischen der unter den Bedingungen der Lufthefefabrikation geziichteten 


obergirigen Brennereihefe einerseits und der ober- sowie untergarigen 
Bierhefe andererseits. Wiahrend bei der obergirigen Brennereihefe 
-- besonders bei der Lagerung bei niedriger Temperatur — die proteo- 
lytischen Enzyme das Eiwei8 nur sehr langsam zersetzen, verlauft die 
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Bildung von EiweiBabbauprodukten bei den anderen beiden Hefen 
viel starkerem Mabe. 

Die obergarige GetreidepreBhefe, die rassenmaBig der obergarige 
Brennereihefe zuzurechnen ist, zeigt ein ahnliches Verhalten wie di 
Bierhefen. Sie nimmt aber eine Sonderstellung insofern ein, als sic 
einen anormal hohen Wassergehalt besitzt, durch den die Proteolyse 
begiinstigt wird. 

Das Vorhandensein einer latenten Periode, wihrend der ein Eiweil} 
abbau nicht stattfindet, wird mit der Selbstgérung in Zusammenhany 
gebracht. Glykogenarme Hefen, die keine Selbstgirung mehr aufweisen, 
zeigen keine Latenzzeit. 

Bei allen vier untersuchten Hefearten nimmt der niedrigmolekulare 
formoltitrierbare Stickstoff wihrend der Lagerung verhiltnismibiy 
in h6Gherem MaBe zu als der lésliche. Dies weist auf eine starkere Wirkung 
der Poly- und lipeptidase gegeniiber der Proteinase hin. 

Der Anteil des formoltitrierbaren am léslichen Stickstoff sechwankt 
bei den untersuchten Hefen zu Beginn der Lagerung zwischen 33 bis 
42%. : 

Die Haltbarkeit der Hefe haingt mit dem wahrend ihrer Lagerung 
fortschreitenden EiweiBabbau zusammen. In je schnellerem Mate 
infolge erhéhter Wirkung der proteolytischen Enzyme die Bildung von 
EiweiBabbauprodukten erfolgt, um so eher nimmt die abgepreBte feste 
Hefe eine weiche Konsistenz an. 

Wahrend bei der Lagerung der untersuchten Hefearten bei niedrige1 
Temperatur eine Abnahme der Wasserstoffionenkonzentration ihrer 
PreBsafte vorwiegt, nimmt diese bei warmer Lagerung infolge des durch 
die héhere Temperatur bedingten starkeren EiweiBabbaues zu. 

Bei den Autolyseversuchen der vier Kulturhefen wurde festgestellt, 
da die obergarige Brennereihefe, ebenso wie die ober- und untergarige 
Bierhefe voneinander verschiedene px-Optima fiir die maximale Wirkung 
der Proteinase besitzen. Nach vierstiindiger Autolyse bei 45°C liegt 
das pxu-Optimum der obergirigen Brennereihefe bei 4,25, der obe1 
girigen Bierhefe bei 4,7 und der untergiérigen Bierhefe bei 5,0. Die 
obergarige GetreidepreBhefe, die dem Typus der _ obergarigen 
Brennereihefe zuzurechnen ist, zeigt ein von dieser Hefe nur wenig 
abweichendes Autolyseoptimum von px = 4,35. Hieraus geht hervor. 
daB eine Ziichtung der obergirigen Brennereihefe in einem anderen 
Medium sowie unter anderen Bedingungen nur eine geringe Verschiebung 
der optimalen Wasserstoffionenkonzentration bei der Autolyse hervor- 
ruft. Die Verschiedenheit der Autolyseoptima ist also rassenmabiy 
bedingt. 

Bei der obergarigen Brennereihefe und der obergarigen Getreide- 
preBhefe ist bei der Autolyse eine Abhangigkeit des Reaktionsoptimums 
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der Proteinase vom Substrat deutlich erkennbar. Der optimale enzy- 
matische EKiweiBabbau fallt mit einem Léslichkeitsminimum der Hefe- 
eiweiBstoffe zusammen. 

Die Optima des formoltitrierbaren und des léslichen Stickstoffs 
fallen bei der Autolyse zusammen oder sind nur wenig voneinander 
verschieden. Bei der obergirigen Brennereihefe wurde fiir den formol- 
titrierbaren Stickstoff noch ein zweites Reaktionsoptimum ermittelt, 
das etwa bei pu = 7,4 bis 7,6 liegt. Dies weist auf die Wirkung der 
Peptidasen hin. 

Bei der Autolyse tritt eine Verschiebung der Wasserstoffionen- 
konzentration ein. Wiahrend bei héheren Ausgangs-Wasserstoffionen- 
konzentrationen der siurebindende Einflu8 der EiweiBabbauprodukte 
iiberwiegt und dadurch eine schwache Verschiebung des px nach der 
alkalischen Seite eintritt, findet bei niedriger Ausgangs-Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen im Verlauf der Autolyse eine Saéurebildung und 
damit eine Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentration statt, die im 
schwach alkalischen Gebiet — etwa bei einem Ausgangs-py von 7,5 
besonders stark ist. Der Umkehrungspunkt ist bei den einzelnen Hefen 
etwas verschieden und liegt etwa zwischen den Ausgangs-py-Werten 5,8 
und 4,5. 

Es wird auf die Zusammenhange hingewiesen, die zwischen den 
verschiedenen Autolyseoptima der Hefen und ihrer Haltbarkeit bestehen. 

Auf Grund der festgestellten verschiedenen Autolyseoptima der 
Hefen wird auch verstandlich gemacht, daB die oft versuchte Umwand- 
lung der Abfallbierhefe in eine hinsichtlich der Haltbarkeit der ober- 
girigen Brennereihefe gleichwertige Hefe durch eine im Rahmen der 
Wirtschaftlichkeit bleibende einfache Umziichtung oder Nachbehand- 
lung nicht méglich ist. 

Bedingt durch die verschiedenen Autolyseoptima der Hefen muB 
bei der technischen Herstellung von Hefeextrakten die fiir die optimale 
Wirkung der proteolytischen Enzyme notwendige Wasserstoffionen- 
konzentration je nach der fiir diesen Zweck verwendeten Hefenart 
verschieden sein. 





Fortgesetzte Untersuchungen zum Problem der Beziehungen 
zwischen Muskelstoffwechsel und Witterung. LV. 
Von 
Otto Riesser, unter Mitarbeit von Konrad Bloch. 
(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut zu Davos, Physiologisc|) 
Abteilung.) 
(Eingegangen am 14. September 1936.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


An einem gréBeren Beobachtungsmaterial hat der eine von uns 
zusammen mit seinen Mitarbeitern! im Laufe der letzten Jahre zeigen 
kénnen, daB der Gehalt der Kaninchenmuskulatur an ,,direkt bestimm- 
barer Phosphorsaure**, im wesentlichen also an Kreatinphosphorsiure, 
sowie der Glykogengehalt bei verschiedenen Tieren in seinen taglichen 
Schwankungen weitgehend iibereinstimmt. In  Versuchsreihen bis 
zu 10 Wochen wiesen also die Muskeln von je zwei gleichzeitig unter 
suchten Tieren (Kaninchen) entweder beide hohe oder beide niedrige 
oder beide mittlere Werte auf, und die aus den Maxima und Minima 
der taglich bestimmten Werte konstruierten Kurven lagen nicht nur 
ganz nahe beieinander, sondern lefen auch einander parallel. Diese 
Tatsache liBt nur die eine Deutung zu, daB der Stoffwechsel der Muskeln 
in der Ruhe weitgehend durch duBere Faktoren beeinfluBt wird, die 
sich auf alle Individuen in der gleichen Weise geltend machen. Als 
wirksame Faktoren kamen Witterungselemente um so eher in Frage, 
als ja geniigend Anhaltspunkte fiir die Beziehungen zwischen Witterung 
und biologischen Vorgingen gegeben sind. Zu den zahlreichen bekannten 
Béispielen solcher Beziehungen, wie sie insbesondere in der Mono- 
graphie von de Rudder® sowie neuerdings unter besonderer Beriick- 
sichtigung kosmischer Einfliisse in der interessanten Arbeit von Dii//* 
zusammengestellt sind, tritt also als neues Element zum Studium 
dieser wichtigen Frage die Analyse der Muskeln mit exakten zahlen- 
maBigen Ergebnissen. 

Ehe man als Ursache der auffallenden Ubereinstimmung der Muske!- 
werte verschiedener Tiere und ihres gleichartigen Schwankens von 
Tag zu Tag die Witterung in Betracht zieht, wird man sich zu 
iiberlegen haben, ob etwa irgendwelche Beeinflussung der Analysen- 

! Riesser u. Kunze, Naturwiss. 22, 653, 1934; Riesser, Kunze u. Galle, 
diese Zeitschr. 275, 169, 1934; 277, 349, 1935; Kunze u. Riesser, Arbeit- 
physiol. 8, 616, 1935. 2 de Rudder, Wetter u. Jahreszeit als Krankheit- 
faktoren. Berlin 1931. —- ? Dall, Virchows Arch. 293, 272, 1935. 
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° : : . ’ ee + 
technik oder der Analysierenden in Frage kommt. Sorgfaltige Uber- 


legung wird die Unmédglichkeit solcher Annahme erkennen lassen. 
Sie wird hier erwahnt, weil sie in Diskussionen tatsachlich erwogen 
worden ist. 

Bei allen Versuchen, Beziehungen zwischen physiologischen oder 
pathologischen Erscheinungen einerseits und den Elementen der 
Witterung andererseits aufzuweisen, hat sich noch immer die genauere 
Kennzeichnung der biologisch wirksamen Wetterelemente als auBerst 
schwierig erwiesen. Der Begriff der Witterung ist ein 4uBerst komplexer 
und die einzelnen Elemente, die ihn zusammensetzen, sind zum groBen 
Teil unvollkommen me8bar und wahrscheinlich auch nur zum geringen 
Teil bekannt. Immerhin hat sich, auch bei unseren bisherigen Unter- 
suchungen, in Ubereinstimmung mit Linke! und mit de Rudder®, der 
Wechsel des Charakters der Luftmassen, in Gestalt des Frontendurch- 
gangs noch am besten geeignet erwiesen, um Beziehungen zu den 
Schwankungen der Phosphorsdurewertes darzustellen, wahrend fiir die 
Glykogenkurve, die ihrerseits keinerlei Korrelation mit derjenigen 
der Phosphorsaure zeigt, auch im meteorologischen Geschehen bisher 
keine Parallele zu entdecken war. Bei den P,O;-Zahlen gewinnt man 
jedenfalls aus unserem bisherigen Material den Eindruck, daB besonders 
in den Wintermonaten trockene und kalte Luft mit hchen P,O;-Werten, 
feuchte und warme mit niedrigen einhergeht. Daf’ im Gesamtbilde der 
Luftmassenwitkung der mittleren Temperatur und der relativen 
Feuchtigkeit gewisse spezielle Teilwirkungen zukommen, konnte aus 
sorgfaltigen Zusammenstellungen und Berechnungen geschlossen werden. 
Jedoch ist keines dieser Elemente allein fiir sich maBgebend, und ganz 
ohne EinfluB erwies sich der Wechsel des Luftdrucks. 

Eine erganzende Versuchsreihe auf der Héhenforschungsstation 
Jungfraujoch, bei der auch der Faktor der Besonnung in Rechnung 
gestellt werden konnte, und in deren Verlauf alle meteorologischen 
Beobachtungen und Messungen gleichzeitig mit den Muskelanalysen 
vorgenommen wurden, bestatigte vor allem, daB dem Absolutwert 
des Luftdrucks kein entscheidender EinfluB zukommt, da absolute 
GréBe und Gang der Analysenwerte sich ganz ahnlich verhielten wie 
in den vorangehenden Versuchen im Tiefland. Die groBe Unbestandig- 
keit der taglichen Witterung und die besonderen meteorologischen 
Bedingungen der Héhenstation erwiesen sich aber einer weiteren 
Klirung des Problems als nicht giinstig. 

Immer wieder gewinnt man aus den Versuchen anderer Autoren 
wie aus unseren eigenen den iiberzeugenden Eindruck, daB die gewohn- 


1 Linke, Zeitschr. f. d. ges. physik. Ther. 41, 195, 1931. * de Rudder, 
Wetter u. Jahreszeit als Krankheitsfaktoren. Berlin 1931. 
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lichen MeBgréBen der Meteorologie héchstens mittelbar mit denjenigen 
Faktoren in Beziehung stehen, die letzhin und unmittelbar das biologische 
Geschehen beeinflussen. Die Vermutung, die immer wieder geéuBert 
wurde und der man wiederholt, wenn auch bisher ohne entscheidenden 
Erfolg, nachging, da es sich um Vorginge luftelektrischer Natur und 
vielleicht gar um solche kosmischen Ursprungs handle, kann vorderhand 
nicht gepriift werden, solange es an geniigenden Unterlagen fehlt. Ks 
sei aber im Zusammenhang solcher Uberlegungen auf den Hinweis 
aufmerksam gemacht, den Kunze! kirzlich erbrachte: daB namlich 
im drahtlosen Funkverkehr die Schwankungen der Empfangsbedingungen 
auf der 10-m-Welle, die ohne Zweifel durch luftelektrische Verhaltnisse 
weitgehend bedingt sind, in bemerkenswerter Parallele zu denen dei 
P,O,;-Werte in unserer Kurve stehen, und daB die fiir viele meteoro- 
logischen Vorgange geltende Periodizitaét von 5'/,, 11 und 22 Tagen 
auch in den P,O,-Kurven nachweisbar ist?. 

Bei allen solehen Uberlegungen darf nicht iibersehen werden, dal 
wir bisher iiber die Geschwindigkeit, mit der biologische Vorginge 
sich den meteorologischen Veranderungen anpassen, iiberhaupt nichts 
wissen. Die bekannte Wetterfiihligkeit vieler, besonders kranke: 
Menschen Jai8t vermuten, daB die biologischen Umstellungen dem Ein- 
tritt der 6rtlichen meteorologischen Veranderungen mitunter voran- 
gehen. Es muB ferner jeder Erklarungsversuch, wenigstens soweit 
er die P,O,;-Befunde betrifft, die von uns festgestellte Tatsache be. 
riicksichtigen, daB der P,O;-Gehalt der Muskeln schon im Laufe des 
Tages bei mehreren Tieren in der gleichen Richtung und im gleichen 
Ausma} sich verindert, und da8 daher als wirksame meteorologische 
Vorgange nur solche in Betracht zu ziehen sind, die ebenfalls schon 
im Laufe von Stunden sich veraéndern. Mehr als es bisher geschehen 
ist, sollten die laufenden meteorologischen Messungen auf die Er- 
fordernisse der biologischen Forschung und der praktischen Medizin 
Riicksicht nehmen und insbesondere neben dem Luftkérperwechsel 
die Luftelektrizitat umfassen. 

Die vorliegende neue Versuchsreihe, die aus auBeren Griinden 
leider viel zu kurz ist, kann nur im Zusammenhang mit unseren bisherigen 
Untersuchungen gewertet werden. Sie sollte zunichst nochmals die 
Grundtatsache unserer bisherigen Arbeiten erharten, da namlich 
die Tageswerte fiir bestimmte chemische GréBen der Muskeln sich bei 
verschiedenen Tieren von Tag zu Tag gleichsinnig bewegen. Die feste 
Verankerung dieser Beobachtung ist auch deshalb wichtig, weil sie fiir 
die Technik jeder biologischen Untersuchung bedeutsam ist. Sie macht 


‘ G, Kunze, Gerl. Beitr. 46, 291, 1935. — * Derselbe, Arbeitsphysiologic 
9, 36, 1935. 
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es dem Untersucher zur Pflicht, bei jeder zu studierenden Veranderung 
der Versuchsbedingungen im Experiment am lebenden Tier die Kon- 
trollen stets gleichzeitig und doppelt anzusetzen. Als ,,normale“ Ver- 
vleichswerte kénnen nur die untereinander gut iibereinstimmenden 
Werte gleichzeitig angesetzter Kontrollen gelten, und eine Abanderung 
im eigentlichen Versuch ist nur dann, allerdings mit voller Sicherheit, 
anzuerkennen, wenn die nahe beieinander liegenden Werte zweier Ver- 
suchstiere von denen der beiden Kontrolltiere eindeutig abweichen. 
Das vielfach geiibte Verfahren, die Normalwerte aus Analysen gesunder 
Tiere zu verschiedenen Zeiten als Mittelwerte festzulegen, ist bei den 
erheblichen Schwankungen, denen viele biologische Werte von Tag 
zu Tag ausgesetzt sind, ungeeignet und in vielen Fillen irrefiihrend. 

Wir haben nun diesmal an vier Tieren gleichzeitig Analysen aus- 
gefiihrt, und zwar an Meerschweinchen, statt, wie bisher, an Kaninchen. 
Wahrend bei diesen in den friiheren Untersuchungen jeweils in Narkose 
die Musculi tibiales entfernt und analysiert wurden, haben wir die 
Meerschweinchen getétet und die frischen Beugemuskeln der Ober- 
schenkel untersucht. Die durch die Parsennbahn gegebene Méglichkeit, 
gleichzeitig sowohl in Davos bei 1550 m Héhe sowie auf dem Weib- 
fluhjoch bei 2660 m Untersuchungen vorzunehmen, haben wir wahr- 
genommen. Zwar hatten die Versuche auf dem Jungfraujoch keinen 
Anhaltspunkt dafiir ergeben, daB das Verhalten der Muskelwerte durch 
selbst starke Erniedrigung des Luftdrucks irgendwie wesentlich ver- 
andert wird. Doch schien es erwiinscht zu priifen, ob bei gleichzeitiger 
Beobachtung in 1100 m Héhenabstand GréBe und Gang der chemischen 
Daten nicht doch vielleicht in irgendeiner Hinsicht voneinander ab- 
wichen. 

Es wurden diesmal nicht nur die P,O;- und Glykogenwerte der 
Muskeln bestimmt, sondern in einem Teil der Versuche auch das Leber- 
glykogen, in einem anderen die Blutphosphorsaure. SchlieBlich wurde 
auch noch eine Reihe von Blutzuckerbestimmungen an zwei Kaninchen 
ausgefiihrt. 

Methodik. 

Benutzt wurden Meerschweinchen von 400 bis 600 g Gewicht, mann- 
liche und weibliche ohne Unterschied. Die gewéhnliche Fiitterung bestand 
aus Heu, Kleie und Riiben; Wasser wurde nur soweit erforderlich gegeben. 
In besonders zu erwahnenden Versuchen wurde statt Kleie Hafer verab- 
folgt. Sowohl auf Wei®Sfluh wie in Davos wurden die Tiere in einem halb- 
hellen, geheizten Raum gehalten, waren also weder der Sonne noch der 
AuBenluft ausgesetzt. Um 9 Uhr 30 Minuten jeden Tages wurden gleichzeitig 
auf WeifBfluh und in Davos unmittelbar nacheinander (Abstand etwa 10 Minu- 
ten) zwei Tiere verwendet, wobei abwechselnd der eine von uns auf WeiBfluh, 
der andere in Davos arbeitete. Die Tiere wurden durch Nackenschlag ge- 
tétet und aus den Carotiden entblutet. Von der sofort entnommenen 
Leber wurden Stiicke zu annihernd | g auf der doppelarmigen Torsions- 
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waage von Hartmann und Braun schnell gewogen, in vorbereitete, mit 

3cem 60° iger KOH  gefiillte, im kochenden Wasserbad eintauchend 
Zentrifugengliser gebracht und durch 20 Minuten langes Erhitzen in de: 
iiblichen Weise zersetzt. Fast gleichzeitig wurde die Beugemuskulatur ay 
einem Oberschenkel frei prapariert und etwa 1 g davon, nach Wagen an de: 
Torsionswaage, ebenfalls in heiBer KOH zur Lésung gebracht. Endlic}; 
wurde der Hauptteil der Beugemuskulatur auf einer Glasplatte, ohne by 
sondere Kiihlung, fein mit der Schere zerschnitten. 0,5 bis 0,7 g de 
sorgfaltig durchgemischten Muskelbreies kamen in vorher auf der Torsion: 
waage gewogene, mit 5cem 7°,iger Trichloressigsiure beschickte Wag 
glischen und wurden in diesen zuriickgewogen. Das soweit hergerichtete 
Material wurde dann sofort von WeiB®fluh nach Davos heruntergebracht 
und dort zusammen mit den in gleicher Weise gewonnenen Proben de: 
in Davos getéteten Tiere weiter 
verarbeitet. Glykogen nach 
Frank und Férster', direkt 
bestimmbare | Phosphorsaure 
nach Lohmann u. Jendrassik*. 





Sehr bald erwies es 
sich, daB die Leberglykogen- 
werte zu stark von der Art 
und von der Menge des auf- 
| genommenen Futters  ab- 
4 & BT w® 1% wt 22 hangig sind, als daB sie fiir 

Abb. 1. unsere Zwecke brauchbar 

sein konnten. Als zu An- 

fang aus auBeren Griinden die Weibfluhtiere Hafer, die Davoser Tiere 

Kleie erhielten, wiesen die mit Hafer gefiitterten Tiere ungewohnlich 

hohe Leberglykogenwerte auf, die wir dann durch gleiche Fiitterung 

auch bei den Davoser Tieren leicht erzielten. Dabei stieg der Glykogen- 

gehalt, der bei der gew6hnlichen Fiitterung in der Regel 4 bis 5°, 
betrug, bis auf 10% und dariiber. : 

Es handelt sich dabei nicht etwa um eine spezifische Wirkung des 
Hafers, wie man angesichts des giinstigen Einflusses der Haferdiit 
beim Diabetiker annehmen kénnte. Versuche an Meerschweinchen 
und Ratten, die wir im Hinblick auf diese Frage im Friihjahr ansetzten, 
lieBen vielmehr erkennen, daB man mit Reisverabreichung genau die 
gleichen hohen Leberglykogenwerte herbeifiihren kann und lassen ver- 
muten, daB es sich lediglich um die Folge eines besonders hohen Kohlen- 











hydratangebots handelt. 

Stabiler, und bei den Tieren des gleichen Tagesversuchs weit 
besser zusammenstimmend, erwiesen sich die Muskelglykogenwerte. 
Hier macht sich der KinfluB verschiedener Ernaihrung offensichtlich 
gar nicht oder doch nur in ganz unbedeutendem MaBe geltend. Abb. | 
gibt die auf WeiBfluh und in Davos gefundenen Werte fiir jedes Tie: 


' Frank u. Foérster, diese Zeitschr. 159, 48, 1925. — * Lohmann u. 
Jendrassik, ebenda 418, 1928. 
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yesondert wieder. Untereinander verbunden sind jeweils die héheren 
und die niedrigeren Tageswerte fiir jede der beiden Gruppen. Abb. 2 
vibt die Mittelwerte fiir die beiden Stationen. 

Die Betrachtung lehrt, daB die Einzelwerte jeden Tages langst 
nicht so nahe beieinander liegen, und daB die Parallelitat der Kurven 
bei weitem nicht so eindrucksvoll ist, wie dies in unseren Kaninchen- 
versuchen der II. Mitteilung der Fall war. Wohl aber ist eine allgemeine 
Ubereinstimmung des Gesamtverlaufs unverkennbar. Abb. 2 laBt 
ferner besonders deutlich erkennen, daB im allgemeinen die auf WeiBfluh 
gehaltenen Tiere héhere Muskelglykogenwerte haben als die in Davos 
gehaltenen. DaB hier 
nicht verschiedene Fiit- 
terung eine Rolle spielt, 
wird durch die _Tat- | im See il 
sache erwiesen, daB auch ee nn 


+ 


an den Tagen mit ge- 2 a a SY os 
nau gleicher Fiitterung | i Wins co VA es 
der Unterschied  zwi- 
schen den beiden Serien “ht 8 M & Um UW mw a w# 
Abb. 2. 











der gleiche ist. 


Dieser Befund ist zunachst insofern bemerkenswert, als er die 
These vom Glykogenverlust der Muskeln in der Héhe, wie sie Wert- 
heimer! an Hand von Unterdruckversuchen an Ratten aufgestellt 
hat, erneut und wohl endgiiltig widerlegt. In neuerdings veréffent- 
lichten -Arbeiten von Evans? findet man iiberdies die Angabe, dab 
hungernde Ratten, die 24 Stunden bei!/, Atmosphare gehalten wurden, 
ein erhebliches Plus an Leberglykogen und zum mindesten keine Ver- 
minderung, eher eine geringe Vermehrung des Muskelglykogens auf- 
weisen. Da unter den Bedingungen verminderten Drucks mit einer 
gesteigerten Adrenalinausschiittung zu rechnen ist, auf die man einen 
groBen Teil der im Hochgebirge auftretenden Erscheinungen in der Tat 
zurickfiihren kann, hatte man eher eine Verminderung des Muskel- 
glykogens erwarten sollen, wie sie in erheblichstem MaBe nach Adrenalin- 
injektion eintritt. Dazu ist jedoch zu sagen, daB die Wirkung minimaler 
Adrenalinmengen vielleicht eine andere ist als die der relativ groBen, 
im Experiment benutzten, und ferner, da méglicherweise die sekun- 


diren Kompensationsvorginge im Bereich des parasympathisch- 
insularen Systems die Oberhand gewinnen. 
Wie schon in unseren friiheren Arbeiten, erweist sich auch diesmal 


die Analyse der Phosphorsadure als besonders aufschluBreich. Abb. 3 


1 Wertheimer, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 70, 309, 1930. — * Evans, 
Amer. J. of Physiol. 180, 273, 1933; 114, 297, 1936; J. of biol. Chem. 105, 
1934. 
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gibt das Ergebnis unserer Analysen wieder, wobei, wie beim Glykoge:, 
die Tagesmaxima und -minima untereinander verbunden sind, und zwa; 
gesondert fiir die WeiBfluhtiere und die Davoser Tiere. 

Kin erster Uberblick zeigt die wiederum sehr eindrucksvolle at 
sache, daB der Gang der Schwankungen von Tag zu Tag bei allen vie 
Tieren weitgehend ahnlich ist, was sich besonders an den Tagen de: 
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Abb. 3. 


Minima und Maxima auspriagt, wihrend bei den Zwischenwerten stirkere 
Unterschiede auftreten. 

Man erkennt ferner aus der Abb. 3 und noch besser aus Abb. 4, 
in der die Mittelwerte fiir beide Stationen eingetragen sind, da de 
Verlauf der Schwankungen von Tag zu Tag oben und unten der gleiche 
ist. Soweit also klimatisch-meteotologische Faktoren den Gang der 
P,O,-Werte beeinflussen, stehen sie in keiner Beziehung zur absoluten 
GréBe des Luftdrucks. 
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Abb. 4. 














Trotz der geringen Dauer der diesmaligen Versuchsreihe und de: 
dadurch geschaffenen ungiinstigen Voraussetzungen haben wir uns 
dennoch bemiiht, den auBeren Ursachen der bei verschiedenen Tieren 
so nahe iibereinstimmenden Schwankungen der P,O;-Werte nach- 
zugehen. Herrn Dr. Mdrikofer, dem Leiter des Davoser Observatoriums, 
verdanken wir die nachtragliche Zusammenstellung aller verfiigbaren 
Messungen wahrend unserer Versuchsperiode und eingehende Versuche. 
Beziehungen zwischen Witterungselementen und Gang der P,O;-Kurve 
aufzufinden. Tabelle I gibt die meteorologischen Daten auf Grund 
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der Angaben von Dr. Morikofer wieder. Zum Vergleich dient die 1) 
Abb. 5 konstruierte Mittelkurve aus den Beobachtungen an allen Tiere 

DaB weder Temperatur noch relative Feuchtigkeit Parallelen 
zu den Phosphorsdurewerten aufweisen, war nach dem, was wir friiher 
dariiber fanden, vorauszusehen. Im Hinblick auf die Ergebnisse de: 
Il. Mitteilung haben wir besonders die Veranderungen der Luftmassen 
beriicksichtigt. Wir haben in Abb. 5 ihre Charakteristik eingezeichnet. 
Dabei zeigt sich folgendes: 


% 
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hontinenta- — maritin-subpolare Warmtutt — maritim-subpolare Kaltuf? ~— Vbergangs 
arkt Kaltuft { { masse 
absinkend ‘ 
Kaltuft- ohn Kaltuf?- 
embruch 10. embruch 
Abb. 5. 


Unmittelbar nach dem Einbruch kontinental-arktischer Kaltluft 
(am 10. Februar) liegen die P,O,;-Werte hoch, mit einem Maximum am 
ll. und 12. Der am 14. bis 15. Februar einsetzende Wechsel zu mari- 
timer subpolarer Warmluft ist von einem steilen Absturz der P,O.- 
Werte gefolgt, der wahrscheinlich schon am 16. einsetzte, an dem leide: 
die Analyse fehlt, und sich in einem am 18. und 19. erreichten Minimum 
fortsetzt. Der Tiefpunkt am 18. ist durch ausgesprochene Féhnlage 
gekennzeichnet. Der nun folgende erste Anstieg der P,O,-Kurve am 
2Q. liegt zwar noch in der Periode, die als Warmluftperiode bezeichnet 
ist, doch ist zu beachten, daB gerade der 20. und 21. sich durch einen 
steilen Anstieg des Luftdrucks und voriibergehendes Sinken der Tem- 
peraturen sowie auch durch stark erniedrigte Aquivalenttemperaturen 
aus dieser Periode tiefen Drucks und hoher Temperaturen stark heraus- 
heben. Am 28. folgt ein zweiter starker Anstieg der Phosphorsiure 
auf maximale Werte, die sich bis zum 25. halten, begleitet von einem 
zwischen 23. und 24. einsetzenden Einbruch von Kaltluft maritim- 
subpolarer Herkunft. Dem Absinken der P,O;-Kurve am 26. und 27. 
scheint keine auffallende Anderung in der Wittcrungslage zu entsprechen, 
es sei denn, daB in dem starken Fall des Luftdrucks vom 27. zum 2s., 
der noch bis zum 2. Marz anhalt, sich ein Witterungselement wider- 
spiegelt, das sich auch auf die P,O;-Werte der Tage vom 27. Februar 
bis 2. Marz auswirkt. Am 3. und 4. Marz steigen die P,O,;-Werte erneut 
an und fallen dann am 5. Marz iiberaus stark ab. Meteorologisch ist 
die Witterung vom 3. bis 5. Marz als Ubergangsmasse mit féhnigem 
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(harakter gekennzeichnet. Ob der am 6. eintretende Kaltlufteinbruch 
sich noch in der P,O,-Kurve geltend gemacht hatte, ist leider nicht mehr 
mit Sicherheit festzustellen. 

Man sieht, daB es schwer ist, aus diesen Daten bestimmte Korre- 
lationen herauszufinden, wobei ganz besonders die Kiirze der Beob- 
achtungszeit sich ungiinstig auswirkt. Mit aller Vorsicht kann man 
allenfalls sagen, daB die beiden auffallenden Minima der P,O,;-Kurve 
am 17. (16.7?) Februar und 5. Marz jeweils 1 bis 2 Tage nach einem 
Warmlufteinbrucherscheinen, wahrend die Maxima am 11. bis12. Februar 
und am 23. bis 25. gut mit den Kaltlufteinbriichen zusammenstimmen. 
Die Tatsache, daB die beiden P,O;-Minima vom 18. Februar und 
5. Marz in Féhnperioden fallen, soll registriert werden. 

Auch die Daten der taglichen AbkithlungsgréBe, wie sie am Davoser 
Institut laufend mit dem Dornoschen Frigorimeter bestimmt werden, 
lassen keine Korrelation zu den P,O,-Zahlen erkennen. Unmittelbare 


Beziehungen waren allerdings schon deswegen nicht zu erwarten, weil 
die Tiere ja stets im Hause und im geheizten Stall gehalten wurden. 
Aber auch mittelbare Beziehungen scheinen nicht zu bestehen. Dasselbe 
gilt auch fiir die in der letzten Spalte errechneten Aquivalenttempera- 


turen. 

Auch in unseren friiheren Untersuchungsreihen hatten sich Be- 
ziehungen zwischen dem Gang der Glykogen- und der P,O;-Kurve 
nicht feststellen lassen. Dasselbe gilt auch fiir die neue Versuchsreihe. 
Ebensowenig lassen sich fiir Maxima und Minima der Glykogenkurve 
Beziehungen zum Gang irgendwelcher meteorologischer GréBen der 
Tabelle I erkennen. 

Die Tatsache, daB auBere Faktoren im Muskelchemismus eine 
ausschlaggebende Rolle spielen, wird durch die gute Ubereinstimmung 
der Tageswerte von nunmehr vier Tieren nachdriicklich bestitigt, 
aber die Frage, welcher Art diese Faktoren sind, hat keine neue Be- 
leuchtung erfahren. Offensichtlich erfassen wir mit unseren Meb- 
methoden diejenigen Faktoren iiberhaupt nicht, um deren Wirkung 
es sich hier handelt. Nicht unerwahnt soll es bleiben, daB die sub- 
jektive Beurteilung der taglichen Wetterlage ganz auffallend mit dem 
Gang der P,O;-Kurve iibereinstimmte, daB also bei ,,schGnem‘ Wetter 
hohe, bei ,,schlechtem™ niedrige P,O;-Werte vorherrschten. Sehen 
wir dabei von der Méglichkeit suggestiver Tauschung ab, so darf man 
vielleicht darauf hinweisen, da das Urteil iiber das Wetter seinerseits 
biologisch bedingt ist und in der Tat durch die Ergebnisse der meteoro- 
logischen Messungen oft nicht zu begriinden ist. Es gilt also fiir das 
subjektive Urteil in dieser Hinsicht das gleiche wie fiir die Phosphor- 
siurewerte der Muskelanalysen. 

Es wiirde eine groBe Erleichterung fiir Serienversuche bedeuten, 
wenn man mit Analysen des Blutes zu ahnlichen Kurven gelangte, wie 
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mit denen der Muskeln, zumal man dann am gleichen Tier iiber ling: 
Zeiten arbeiten kénnte. Wir verfiigen vorlaufig nur tiber eine zwél! 
tagige Periode von Bestimmungen der Blutphosphorsaure bei tiglich 
2 Tieren, deren Muskeln gleichzeitig analysiert wurden. Es wurde; 
jeweils 2 cem des beim Entbluten ausflieBenden Carotisblutes in 5 ccm 
7 %iger Trichloressigsaure gewogen und nach Umriihren und 10 Minuten 
Stehenlassens filtriert. Vom eiweiBfreien Filtrat dienten 3 cem zw: 
Bestimmung. Abb. 6 zeigt die Ergebnisse. Mit einer Ausnahme, dic 
wahrscheinlich auf Analysenfehler he 
mg % ; , . ‘ 
20 ruht und die wir daher nicht eintrugen 
i Wh ie ie 2A a lk Es scheint die Ubereinstimmung der Werte 
{ *] a ae wane im Blute von mehreren Tieren leidlich 
ol _ | zu sein. Dabei muB man_ beriick 
Z kilos ahs 





10\ sichtigen, daB die analysierten Mengen 
8} i cs sehr klein sind und die unvermeidlichen 
“IN & we wim? $ % 5S 6 Analysenfehler daher starker ins Ge. 
Abb. 6. wicht fallen. Abb. 7 gibt die Mittelwerte 

wieder. Man sieht, daB das Maximum 

des 24. Februars dem Maximum in der 

Ao] ie | Muskelkurve entspricht. Die Senkung 
pe SS ieee AS zwischen 27. und 29. Februar geht einer 
10} = ea p+ ahnlichen Periode in der Muskelkurv: 








“iN 28 06 27 28 29 M2 3 ¥ S é parallel und auch der Anstieg vom 2. 
‘7maritin-subpolare KaltulY UBergangs- bis 4. Marz sowie erst recht der Sturz 


Masse { 
ohg 
Kaltluf}- Natthut? 
enbruch enbruch ‘ a : 

AbD. 7 dieser kurze Versuch entschieden dazu. 

die P,O;-Werte des Blutes zweier 

Tiere, z. B. von Kaninchen, iiber laingere Zeit zu verfolgen, wenn 
man sich auch dariiber klar sein wird, daf die Zusammensetzung 
des Blutes sehr viel mehr ausgeglichen ist als die der Gewebe. 


am 5. finden im Gang der Muskelwerte 
ihre Analogien. Jedenfalls ermutigt 


Das gilt noch mehr fiir die Blutzuckerzahlen, deren Einregulierung 
auf einen Mittelwert am ruhenden Tier so schnell erfolgt. Wir haben 
an zwei Kaninchen taglich zur gleichen Vormittagsstunde und jeweil: 
15 Stunden nach der letzten Futterverabfolgung den Blutzucker be 
stimmt. Das eine Tier blieb wahrend der ganzen Versuchszeit von 
insgesamt 25 Tagen dasselbe. Das zweite Tier wurde am 7., 12. und 
18. Versuchstage gewechselt. 

Abb. 8 zeigt die Analysenergebnisse. Man sieht, daB die Werte fii! 
zwei Tiere ganz nahe, meist innerhalb der Fehlergrenzen der Methoce 
liegen. Es besteht aber auch ein gewisser Gang von Tag zu Tag, dessen 
Stufen zwar meist sehr klein sind aber deshalb nicht ohne Wert, wei! 
sie bei beiden Tieren fast durchweg nach der gleichen Richtung gehen 
Besonders wenn man die bei 0,120° gezogene Linie betrachtet, sielt 
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man sehr deutlich, daB die Abweichungen nach oben oder unten bei 
beiden Tieren zumeist gleichmaBig verlaufen. Sehr auffallend ist der 
am 19. Marz zu beobachtende, bei beiden Tieren ahnliche Fall des 
Blutzuckers, dessen objektive Richtigkeit durch die stets  vor- 
genommenen Doppelanalysen gewahrleistet erscheint. Die sorgfaltige 
Analyse der verfiigbaren meteorologischen Messungen durch Herrn 
Dr. Mérikofer ergab keinerlei Anhaltspunkte dafiir, daB dieses auffallende 
Minimum mit bestimmten Witterungsverinderungen zusammenfiallt. 
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Abb. 8. Kaninchen 1 ——, Kaninchen 2 — 


Zusammenfassung. 

1. Bei gleichzeitiger Untersuchung von je zwei Meerschweinchen 
in 2660 m und 1550 m Hohe erhalt man Muskelglvykogen- und Phosphor- 
siurewerte, die fiir alle 4 Tiere nahe miteinander iibereinstimmen 
und deren Gang von Tag zu Tag, besonders fiir die Phosphorsaure, 
praktisch gleich ist. 

2. Die Glykogenwerte der auf 2660 m gehaltenen Tiere liegen fast 
durchweg etwas héher als die der bei 1550 m gehaltenen. Bei den 
P,0;-Werten ergibt sich kein Unterschied. 

3. Die Analyse der Witterungselemente wihrend der Versuchs- 
periode ergibt keine neuen Anhaltspunkte fiir die Natur der den Stoff- 
wechsel der ruhenden Muskeln beherrschenden auBeren Faktoren. 
Am ehesten kann man noch Beziehungen zwischen Luftmassenwechsel 
und Gang der P,O,-Werte annehmen. 

4. Auch die Phosphorsaure des Blutes weist einen ausgesprochenen 
Gang auf, der bei zwei taglich neuen Tieren weitgehend 4hnlich ist. 
Die Kurve der Blutphosphorsiure ahnelt derjenigen der Muskelphos- 
phorsaure, soweit sich aus der kurzen Untersuchungsreihe ein SchluB 
ziehen laBt. 

5. Der Blutzucker von zwei Kaninchen stimmt von Tag zu Tag 
sehr nahe iiberein. Die meist geringfiigigen Schwankungen von Tag 
zu Tag verlaufen wiederum fiir zwei verschiedene Tiere gleichsinnig. 





Methodisches zur Wuchsstoffuntersuchung. 
Von 


F. Laibach und R. Lotz. 


(Aus dem Botanischen Institut der Johann Wolfgang Goethe-Universit:t 
Frankfurt a. M., mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinse}:i{t 
sowie der William G. Kerekhoff-Stiftung zu Bad Nauheim.) 
(Eingegangen am 15. September 1936.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei den Wuchsstoffuntersuchungen werden haufig zwei methodische 
Fragen eine Rolle spielen, namlich 1. wie man am vorteilhaftesten 
Wuchsstoffe extrahiert und 2. wie man sie am besten appliziert. Diesen 
Fragen haben wir deshalb unsere besondere Aufmerksamkeit zugewanct. 
Hier soll iiber einige unserer Erfahrungen auf diesem Gebiet kurz 
berichtet werden. 

I. Die Extraktion des Wuchsstoffes. 


Wuchsstoffextraktionen sind notwendig einmal zum Nachweis, 
ob Wuchsstoffe in einem Ausgangsmaterial vorhanden sind, zum 
anderen, um Wuchsstoffe anzureichern. 

1. Kédgl (1933) beschreibt in einer seiner Mitteilungen iiber Wuchs 
stoffe den Arbeitsgang bei der Anreicherung und Reindarstellung des 
Auxins aus Harn. Er dampft zunachst den angesauerten Harn im 
Vakuum ein, schiittelt das Konzentrat mit Ather aus und bindet den 
Wuchsstoff schlieBlich an Bicarbonatlésung, woraus er wiederum 
nach Ansaiuern mit Ather ausgeschiittelt wird. Da besonders das 
wiederholte Ausschiitteln unbequem und zeitraubend ist, haben wir eine 
Apparatur zusammengestellt, die, aus zwei Teilapparaturen I und I 
bestehend, selbsttatig arbeitet und nicht nur zur Anreicherung von 
Wuchsstoff aus Harn, sondern auch aus anderen Ausgangsmaterialien 
Verwendung finden kann. 

Die Apparatur I (Abb. 1) besteht im wesentlichen aus zwei oben dreifach 
tubulierten Flaschen A und B, die unten mit einem AblaShahn versehen sind. 
Die Flasche A ist zur Halfte mit dem angeséuerten Harnkonzentrat, tiber 
dem sich das Extraktionsmittel, in unserem Falle peroxydfreier Ather, 
befindet, gefiillt. Die zweite Flasche B ist zu drei Viertel mit gesattigter 
Natriumbicarbonatlésung, iiber die ebenfalls das Extraktionsmittel ge 
schichtet ist, beschickt. Beide Flaschen sind durch zwei U-férmig gebogern 
Réhren miteinander verbunden, und zwar reicht das eine Rohr von det 
Oberflache des Extraktionsmittels in Flasche A bis zum Boden der das 
Absorptionsmittel enthaltenden Flasche B. Das zweite Rohr geht von de! 
Oberflaiche des Extraktionsmittels in Flasche B auf den Boden der mit de! 
zu extrahierenden Substanz beschickten Flasche A. In dieses Rohr ist die 
Pumpe P mit den Ventilen V, und V, so eingeschaltet, daB ein Strom 
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nach einer Richtung erzeugt wird und der Ather (3 und 3a) durch beide 
Klaschen kreist. Hierbei wird der Wuchsstoff aus dem Harn (1) in 
ilasche A herausgelést und an die Bicarbonatlésung in Flasche B ab- 
yvegeben und auf diese Weise dort angereichert. Das iiberstehende Extrak- 
tionsmittel in Flasche B, welches durch die Bicarbonatlésung hindurch- 
geperlt ist, ist also wieder wuchsstofffrei und gelangt durch das zweite Rohr 
wieder in Flasche A, wo es beim Hindurchstrémen wiederum Wuchsstoff 
aufnimmt. In dieses zweite Rohr mit den Ventilen ist auBer einem Hahn H, 
zur Probeentnahme noch eine Blase eingeschaltet. Diese hat einen Rohr- 
ansatz mit einem Hahn H,, um einen eventuellen Uberdruck ausgleichen zu 
kénnen. Es kann dies ebenfalls unter LuftabschluB geschehen, indem man 
dieses Ansatzrohr in eine Absperrfliissigkeit eintauchen la8t. Durch die 
mittleren Tuben der beiden Flaschen gehen mit Quecksilber abgedichtete 



































Abb. 1. 


Riihrer Rk, und R,, die eine innigere Beriihrung beider Phasen gewihr- 
leisten. Das Verfahren gestattet also die Extraktion mit wenig Extraktions- 
mittel, selbsttatig, ohne Erhitzen und unter Luftabschlu8 bzw. unter Uber- 
schichtung mit einem indifferenten Gas, vorzunehmen, was besonders bei 
den Auxinen wegen ihrer Oxydationsempfindlichkeit wichtig ist. 

25 Liter angesiuerter Harn werden z. B. in der Schmalfuss-Jannsen- 
schen Apparatur auf etwa 4 bis 5 Liter eingedampft (Dauer etwa 5 Stunden) 
und iiber Nacht in der oben angegebenen Weise extrahiert. 

Die Bicarbonatlésung, die das Auxin aufgenommen hat, wird nun an- 
gesauert, bis Kongorot umschligt, und alsdann in der im folgenden be- 
schriebenen Apparatur II (Abb. 2) mit Ather wieder ausgezogen. Durch 
die eine Offnung einer dreifach tubulierten Flasche A, die auBerdem unten 
noch einen AblaBhahn hat, geht ein Glasrohr L, bis auf den Boden eines 
Rundkolbens B. Von dem Rundkolben B fiihrt eine zweite Leitung L, 
durch den Kiihler K, nach der Leitung L., welche durch den zweiten 
Tubus bis auf den Boden der Flasche A fiihrt. Die Leitung L, hat oben 
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einen Ansatz mit einem senkrechtstehenden Kiihler A,, der zur Sicheru: 
dient, um eventuell nicht abgekiihlte Atherdimpfe zu kondensier 
Durch den mittleren Tubus fiihrt ein mit Quecksilber abgedichteter Riihr 
Die Extraktion der angesiuerten Bicarbonatlésung geht nun folgendermat,: 
vor sich: Der Rund- bzw. Destillationskolben 6b, welcher etwa zur Halft. 
mit Ather gefiillt ist, wird durch ein automatisch regulierbares Wasserbad 
geheizt. Die Atherdampfe gehen nun durch die Leitung Ly nach der 
Kiihler K,, wo sie sich abkiihlen. Der kondensierte Ather wird danny 
durch die Leitung L, bis auf den Boden der zu drei Viertel mit de; 
angesduerten Bicarbonatl6-ung (1) gefiillten Flasche A geleitet, 
perlt durch diese hoch und lést damit das wieder frei gewordere 
Auxin heraus. Der Riihrer sorgt natiirlich hierbei fiir die innige Ve 
mischung von Ather (2) und angeséuerter Lésung (1). Dureh die 
etwas nach B zu fallende Leitung L, gelangt der wuchsstoffhaltize 
Ather (2) wieder in die Blase B zuriick. Auf diese Art wird der 
Wuchsstoff aus der angeséuerten Bicarbonatlésung in kurzer Zeit 
extrahiert und man _ behiilt 
den zur Weiterverarbeitung 
notwendigen Extrakt in de1 
Blase B zuriick. Fiir viele 
pflanzenphysiologische Ver 
suche kann dieser Rohextrakt 
ohne weitere Reinigung lb: 
nutzt werden. 








Wie man sieht, ge- 
stattet also die Apparatur 
mit einem wesentlich ge- 
ringeren Aufwand an Zeit, 
Material und Arbeit als 
durch Ausschiitteln eine 
Wuchsstoffanreicherung zu 
erzielen. Natiirlich kann 
mit der gleichen Apparat 
ebensogut Wuchsstoff aus 
pflanzlichen = Materialien 
extrahiert werden. Ks 
empfiehlt sich in diesem 
Fall, das zerkleinerte Ma- 
terial in die Flasche 4 
(Abb. 1) zu geben und mit 
angesduertem Chloroform, wie es T'himann (1934) angibt, oder auch 
mit Ather zu extrahieren, wobei die Flasche B mit Natriumbica: 
bonatlésung zu fiillen ist, und dann ebenfalls zur weiteren Reinigung 
die Apparatur Abb. 2 zu benutzen. 























Abb. 2. 


2. Bei der Extraktion von Pflanzen oder Pflanzenteilen mit Alkoh«|, 
Ather oder auch Chloroform zeigt sich haufig, daB die Extrakte statt 


negative, positive Kriimmungen an Avena auslésen. Dies hingt woh! 


damit zusammen, daB beim Extrahieren von Pflanzenmaterial, z. b. 
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Yomatenfriichten, Stoffe mit ausgezogen werden, die zellschidigend 
wirken. Um dies zu vermeiden, wenden wir folgende Methodik an: 


Das Pflanzenmaterial wird mit Athylalkohol (96% ig), der mit 
2°, Methanol vergiallt ist, heiB extrahiert, abfiltriert und das Filtrat mit 
5°, (auf Pflanzenmaterial berechnet) Carboraffin C der ,,Lurgi, Gesellschaft 
fir Warmetechnik, Frankfurt a. M.*‘, geschiittelt und sofort, noch heif, 
abfiltriert (vgl. Meyer, 1936). Dieses Filtrat wird im Vakuum eingedampft 
und der Riickstand mit Wollfett zu Paste verrieben. Von dieser Original- 
paste wurden Verdiinnungen mit Lanolin im Verhaltnis 1:2  hergestellt 
und an je 12 Avena-Keimlingen gepriift. Zum Vergleich seien die Wirkungen 
von Extrakten, die mit und ohne Verwendung von Carboraffin C aus griinen 
Tomatenfriichten gewonnen waren, an Avena-Koleoptilen gegeniiber- 
gestellt (Tabelle I) (vgl. Meyer, 1936, S. 32f.). 


Die Tabelle zeigt, da8 unter genauer Einhaltung der gegebenen 
Bedingungen der Wuchsstoff durch die Kohle nicht oder nur in ganz 
geringer Menge absorbiert wird, wahrend die schidigenden Stoffe fast 
restlos festgehalten werden. 


Tabelle I. 





Ohne Carboraffin C Mit Carboraftin C 


Mittlerer Mittlerer 
Kriimmungswinkel Kriimmungswinkel 


negativ positiv negativ positiv 


Material 


Extrakt aus Tomatenschalen .. . (0° 10° (0)? 
UE OS ee eer 0 5 7 0 
N eee ae oe ete 0 3 0 
‘ A Gkse~ dated tel wet 0 0 0 


Tomatensaft ...... en 0 f 0 12 
EP OMIINOE 6 5 ke he GE 8 0 112 0 
2. ‘s et ee eee 0 107 0 
3. a ero ae me aa 0 5 82 0 
4. " PAR LIE Fue eG 0 56 0 


3. Als weitere, besonders zum schnellen Nachweis von Wuchsstoff 
in Pflanzenorganen geeignete Extraktion, die die Methode der Diffusion 
in Agar haufig ersetzen kann, hat sich folgende bewahrt: 

Das zu extrahierende Material, etwa Blattstiele oder Teile einer Blatt- 
spreite, werden mit heiBem Dextroseagar (vgl. hierzu Boysen-Jensen, 1933) 
von der Zusammensetzung 1,2g¢ Agar, 20,0g¢ Dextrose, 78,5g¢@ Wasser 
iibergossen. Der Agar mit den Pflanzenteilen wird etwa 5 Minuten fliissig 
gehalten. Nachdem dann die Pflanzenteile herausgenommen sind, schiittelt 
man den Agar solange, bis er erkaltet ist; er laBt sich so verhaltnismaBig 
gut an Avena aufstreichen. 

Diese Methode kann nicht fiir alle Pflanzen angewendet werden, 
da, wie schon erwahnt, von manchen Pflanzen Stoffe abgegeben werden, 
die den Haferkeimling schidigen und somit positive Kriimmungen 
ergeben. Sie leistet aber oft gute Dienste, wenn man etwa einen Uber- 
blick gewinnen will iiber den Wuchsstoffgehalt verschiedener Organe 


Yh 





54 F. Laibach u. R. Lotz: 


derselben Pflanzen. Die heute mitunter fiir diese Zwecke angewan 
Agardiffusionsmethode erscheint uns bedenklich. 


Il. Die Applizierung des Wuchsstoffes. 


Bis zur Einfiihrung der Lanolinmethode vor etwa 3 Jahren 
(Laibach, 1933) ist fast ausschlieBlich Agar zur Applizierung des Wuclis- 
stoffes benutzt worden. So wertvoll sich auch die 
Lanolinmethode in vieler Hinsicht erwiesen hat, so 
schien es uns doch angebracht, auch andere Stoffi 
auf ihre Eignung zur Herstellung von Wuchsstoff- 

pasten zu_priifen. 


Im Laufe der Zeit wurden nun auch noch an- 
dere Substanzen gefunden, die sich fiir gewisse Zwecke 
besser als Grundlage zur Herstellung von Pasten eignen 
als das Wollfett, so daB bei uns heute verschiedene 

-asten Verwendung finden. Dabei kommt es vor 
allen Dingen auf zweierlei an: 1. wie schnell die zu 
applizierende Substanz aus der Paste in die Pflanze 
eindringen und 2. wie lange die Abgabe des wirk 
samen Kérpers an die Pflanze andauern soll. Als 
Wuchsstoff verwenden wir meist /-Indolylessigsaure. 


Da der Wuchsstoff beim Eindringen in die Pflanze 
zue:st von dem Imbibitionswasser der Zellwande auf- 
genommen wird, so kann man die verschiedenen 
Pasten am schnellsten auf die beiden oben genannten 
Eigenschaften priifen, wenn man die Abgabe des 
Wuchsstoffes an Wasser untersucht (vgl. hierzu auch 
Brecht, 1936). Dadurch erhalt man einen besseren 
MaBstab fiir die Unterschiede in der Wirksamkeit det 
Pasten auf Pflanzen als durch die Kenntnis de: 
Wuchsstoffkonzentration, die uns deshalb wenig sagt. 
weil der Wuchsstoff von den verschiedenen als Pasten- 
grundlage verwendeten Substanzen ganz verschieden 
stark festgehalten wird. 

Die Vorrichtung (vgl. Abb. 3) hierzu besteht im wesentlichen aus einem 
Tropftrichter T mit Hahn H, von etwa 500 ccm Inhalt, der durch Gummi 
schlauch mit einer Glasspitze S verbunden ist. Der Gummischlauch ist 
von einem Quetschhahn H, umschlossen, der zur Feinregulierung dient. 
Die Glasspitze fiihrt durch einen Gummistopfen in eine Glasréhre G, die zu 
einer zweimal rechtwinklig gebogenen Spitze ausgezogen ist. In der Glas- 
rohre G befindet sich die Extraktionshiilse Z aus diinnem Filtrierpapic! 
von 5mm Durchmesser und 20 mm Hohe. 

Zur Bestimmung der Wuchsstoffabgabe wird die Hiilse mittels einer 
Injektionsspritze mit 0,5 ccm der zu priifenden Paste gefiillt, in das Glas- 
rohr @ eingesetzt und dieses durch den Gummistopfen mit der Spitze 5 
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Methodisches zur Wuchsstoffuntersuchung. 255 
verbunden. Nun wird der Glashahn H, geéffnet, durch den destilliertes 

Vasser aus 7’ durch S in die Extraktionshiilse Z mit der Paste tropft. Ist 
die Hiilse gefiillt, so tropft das Wasser durch die Spitze des Glases G wieder 
ab. Durch den Quetschhahn H, wird die Tropfenfolge so eingestellt, daB 
in einer halben Stunde 10 cem Wasser die Extraktionshiilse mit der Wuchs- 
stoffpaste passieren. Alle halbe Stunde wird in diesen abgeflossenen 10 cem 
Wasser die herausgeléste Menge £-Indolylessigsaéure bestimmt, und zwar 
geschieht dies durch eine verhaltnismaig einfache kolorimetrische Methode, 
die auf der Rotfairbung der f-Indolylessigsaéure mit salzsaurer Eisenchlorid- 
losung beruht. Zu diesem Zwecke wird zu jeder Bestimmung eine Standard- 
serie von Lésungen hergestellt, und zwar durch Auffiillen verschiedener 
Mengen einer bekannten /-Indolylessigsiurelésung auf 10 cem und Zugabe 
von 2cem 1%igem FeCl, in 1°%iger Salzsiure. Die Abstufungen der 
einzelnen Standardlésungen werden so gewihlt, da sie héchstens 0,005 mg 
pro 10ccm betragen. Die Lésungen werden in Glasréhren von 16mm Durch- 
messer und 160 mm Héhe kolorimetriert. 


Tabelle Il. Wuchsstoffabgabe verschiedener 0,5% iger 8-Indolyl- 


essigsiurepasten. 





Nr 


der Paste 


wire 


mg pro 10 cem in der 
3. 4. 5. 6. 7. 8 10. 
Wg Std. 1/, Std. 1/, Std. 1/. Std. 1/, Std. 1). 
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ei eee ee Shad pee (ag ae? ist 
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0,04 
0,05 
| 0,94 


0,02 
0,03 
0,03 


0,02 
0,015 
0,015 


1 
1 
Protad IT.) 0,5 = 0,48 0,24 0,22 | 01 0,04 


0,03 0,015 


Nach vorstehender Methode wurde eine Anzahl verschieden zu- 
sammengesetzter 0,5°%iger #-Indolylessigsiure-Pasten auf die Ge- 
schwindigkeit und Dauer der Wuchsstoffabgabe an Wasser gepriift 
(Tabelle IT). Ihre Zusammensetzung ist folgende: 


Lanolin 
Wasser + Wollfett 1: 1. 
2: Pro 
60%, Wasser, 40% Protegin. 
3: Prota Il 
64% Wasser, 1% Agar, 30% Protegin, 5% Talkum. 
Dat 
56,6 % Wasser, 1,7% Agar, 17° Dextrose, 24,7 % Talkum. 
Prota I 
68% Wasser, 2% Agar, 20% Protegin, 10% Talkum. 
: Protad I 
68 % Wasser, 2% Agar, 5% Dextrose, 15% Protegin, 10% Talkum. 
Protad Il 
68°), Wasser, 2°/, Agar, 7,5°/, Dextrose, 10°/, Proteg.,12,5°/, Talkum. 


Paste 1: 


Zur Sterilhaltung wurde den Pasten noch 0,1% Nipagin zugesetzt. 
Auf die Pflanzen hat dies keinerlei sichtbare Wirkung (vgl. /. Meyer, 1936). 
Zur Herstellung der wollfettfreien neuen Pasten erhitzt man, je nach 
der Zusammensetzung, Wasser, Zucker, Agar und Protegin zusammen im 
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Dampftopf, gibt dann, solange noch fliissig, das Talkum hinzu und schiitt: 
bis zum vollstandigen Erkalten. Soll Heteroauxin zugesetzt werden, 
geschieht dies am besten vor dem endgiiltigen Erkalten. Die noch etw- 
kérnige Paste wird in einer der bekannten Salbenmiihlen geknetet, wodurc! 
eine gleichmaBige Masse von gleicher Streichfahigkeit wie Lanolin entste},; 
Die Haltbarkeit ist allerdings nicht so groB, doch ist sie, besonders bei 
kiihler und dunkler Aufbewahrung, immer noch bedeutend gréBer als dic 
der Lésungen. Zur Verwendung im Freien sind die fettfreien bzw. fettarmen 
Pasten den lanolinhaltigen gegeniiber im Nachteil, weil sie leichter ein 
trocknen, dagegen im Gewachshaus- und Laboratoriumsversuch wegen 
ihrer schnelleren und linger andauernden Abgabe des Wuchsstoffes vor- 
zuziehen. 

Aus Tabelle II ersieht man, daB bei gleicher Wuchsstoffkonzen 
tration (auf das Pastengewicht bezogen) die Pasten 1 bis 3 viel weniger 
Wuchsstoff abgeben als die Pasten 4 bis 7 und die Abgabe bei ersteren 
viel friiher aufhért. Dementsprechend bewirkt z. B. eine 0,5 ive 
f-Indolylessigsiure-Lanolin-Paste, auf ein Coleus-Internodium  auf- 
getragen, nur 6rtliche Wurzelbildung, waihrend eine Dat-Paste von 
gleicher Konzenvration ihre wurzelbildende Wirkung von der Auf- 
tragungsstelle zentimeterweit nach unten und oben ausiibt. Der Wert 
der Methode besteht also darin, auf schnelle und einfache Weise einen 
gewissen VergleichsmaBstab fiir die Wirksamkeit verschiedener Pasten 
zu gewinnen, da der Wuchsstoffgehalt nur bei ein und derselben Pasten- 
art einen gewissen AufschluB iiber dje Wirksamkeit gibt, nicht aber bei 
stofflich verschieden zusammengesetzten Pastengrundlagen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine selbsttatig arbeitende Apparatur beschrieben, die 
es gestattet, ohne Erhitzen und unter LuftabschluB Wuchsstoffextrak- 
tionen auszufihren. : 

_2. Ein Verfahren wird angegeben, um die zellschidigenden Be- 
standteile von wuchsstoffhaltigen Extrakten auf einfachem Wege zu 
entfernen. 

3. Es wird gezeigt, wie man verhaltnismaBig schnell und einfach 
Wuchsstoff in Pflanzenteilen nachweisen kann. 

4. Zur Herstellung von Wuchsstoffpasten werden auch andere 
Stoffe als das bisher hauptsichlich verwandte Wollfett als geeignete 
Grundlagen gefunden und eine einfache Methode beschrieben, die 
Schnelligkeit und Dauer der Wuchsstoffabgabe dieser Pasten an Wasser 
zu ermitteln. 

Literatur. 


P. Boysen-Jensen, Planta 19, 345, 1933. —- F. Brecht, Jahrb. f. wiss. 
Bot. 82, 581, 1936. — F. Kégl, A.J. Haagen-Smit u. Hanni Eraleben, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 214, 241, 1933. — F. Laibach, Ber. d. Deutsch. 
bot. Ges. 51, 386, 1933. — F. Meyer, Diss. Frankfurt a. M., 1936. — K. V. 
Thimann, J. Gen. Physiol. 18, 23, 1934. 





iitte 

on, 
etwas 

dure} 


is clie 
Armen 
r ein 
weven 
>; Vor- 


nzen 
niger 
steren 
9 ive 

auf- 
- von 
Auf- 
Wert 
einen 
‘asten 
usten- 
er bei 


1, die 
trak- 


1 Be- 
ve ZU 


nfach 


ndere 
onete 
die 


‘asser 


Wiss. 
leben, 
itseh. 
a. ¥. 


Uber unbekannte Substanzen 
im .,Unverseifbaren* des Blutserums. 
Von 
W. Brandt. 
(Aus der Medizinischen Universitéts-Poliklinik in Bonn.) 


(Eingegangen am 18. September 1936.) 


In zahlreichen wahrend der letzten Jahre in unserem Laboratorium 
durehgefiihrten Analysen der Gesamtfette des menschlichen Blutserums 
wurde festgestellt, daB die Summe der Phosphatide, des Cholesterins 
und seiner Ester nur etwa die Halfte der petrolatherléslichen Substanzen 


ausmacht. Der verbleibende Rest, bislang als Neutralfett und Seifen, 
jetzt von Birger (1) als ,,Restfett‘‘ bezeichnet, ist seiner Zusammen- 
setzung nach unbekannt. Unter den als Restfett zusammengefaBten 
Substanzen befinden sich Kérper, die in der Literatur als ,,unverseif- 
bare‘ bezeichnet werden. Unter diesen sogenannten unverseifbaren 
Substanzen werden gemeinhin Stoffe verstanden, die lipoid- (also 
petrolatherléslich) sind, keinen Phosphor enthalten und im Molekiil 
keine sauren Gruppen tragen, also keine wasserléslichen Alkalisalze 
zu bilden vermégen. Die ,,unverseifbaren‘‘ Substanzen lassen sich 
von den verseifbaren trennen durch Petrolaétherextraktion einer al- 
kalischen wasserigen Lésung des Gemisches beider. Wenn auch die 
Bezeichnung ,,Unverseifbares“’ im chemischen Sinne keine gliickliche 
ist, da unter das ,,Unverseifbare im Blute verschiedene Kérperklassen 
fallen kénnen, so wird diese Bezeichnung beibehalten werden miissen, 
solange eine nihere Identifizierung der ihm zugehérigen Stoffe noch nicht 
erfolgt ist. 

Die einzige bisher bekannte Substanz des ,,Unverseifbaren“ im 
Blute ist das Cholesterin. Cweni (2) hat bei der Nachpriifung der Be- 
funde von Biirger und Griitz (3) iiber die Lipoidstoffwechselstérungen 
bei der Psoriasis durch rechnerische Uberlegungen geschlossen, da8 im 
normalen menschlichen Serum das Cholesterin nur etwa die Halfte der 
gesamten ,,unverseifbaren‘‘ Substanzen ausmacht. Der nach Abzug 
des Cholesterins verbleibende unverseifbare Rest (von uns ,,Unverseif- 
bares X“ gleich ,,U X“ genannt) macht also einen betrachtlichen und 
nicht zu unterschitzenden Anteil der Gesamtlipoide des Serums aus. 
Diesen Anteil einmal wirklich zu isolieren und ihn einer naheren Unter- 
suchung zu unterziehen, war meine Aufgabe. 

Zu den Versuchen wurde sowohl Rinder- als auch Menschenserum 
(Mischserum von vielen Patienten) verwandt. Als bestes Extraktions- 
verfahren zur Gewinnung des ,,UX‘‘ erwies sich folgendes: 
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Das Serum wurde in ein Gemisch, bestehend aus der gleichen Menge 
Petrolather und der achtfachen Menge Alkohol gegeben. Der vom Eiwei!; 
befreite Extrakt wurde zunachst auf ein Sechstel eingeengt, wobei in de: 
Kalte ein gelber éliger Niederschlag (Substanz I) ausfiel. Das nach seine: 
Abtrennung verbleibende Filtrat wurde zur Trockne gebracht und zuers' 
mit Petrolither erschépfend extrahiert (Substanz II), alsdann mit Alkoho! 
ausgekocht (Substanz III), bis die Serumsalze zuriickblieben. Die beiden 
Substanzen I und II wurden mit Natriumalkoholat verseift, der Alkoho! 
verjagt, der Riickstand mit Wasser aufgenommen und hieraus das ,,Un- 
verseifbare*‘ mit Petrolather extrahiert. Nach Abtrennung des Cholesterins 
(die Hauptmenge wurde durch Kristallisation, der Rest durch Digitonin 
fallung entfernt) wurde das zuriickbleibende ,,UX‘' vom _ iiberschiissigen 
Digitonin nach Lifschitz (4) getrennt und als gelbes dickfliissiges ©) 
erhalten. 

Nach dem Befunde von Mansfeld (5), der angibt, daB ein Teil der 
Fette im Blute nicht frei, sondern an das Eiwei8 gebunden vorliege. 
weil man nach Hydrolyse des Gesamtserums mehr Fett finde als im 
Alkoholextrakt des Serums nach Abtrennung des SerumeiweiBes, war 
zu vermuten, daB auch Cholesterin-EiweiB-Verbindungen im Serum 
existieren wii den. Es wurde jedoch festgestellt, daB das Hydrolysat 
des EiweiBes aus 3 Liter Menschenserum kein Cholesterin mehr ent- 
halt, wenn das Eiwei8 vor der Hydrolyse gut mit Alkohol und Ather 
ausgewaschen worden ist. Eine Bindung von Cholesterin an das Serum- 
eiweiB konnte also nicht nachgewiesen werden. 

Substanz III (6,11 g) war frei ‘von Cholesterin und »UX". Die 
Substanz lieB sich aus Alkohol zu einer schneeweiBen, wachsartigen 
Masse umfiallen, ging mit Wasser kolloidal in ‘Lésung, gab beim Ver- 
aschen einen anorganischen Riickstand und war frei von Phosphor 
und Stickstoff. Die Substanz bestand neben den petrolather-unléslichen, 
nur alkoholléslichen Substanzen des Serums zum groBen Teil aus den 
Alkalisalzen von Fettsaéuren, die sich wahrscheinlich infolge partieller 
Hydrolyse beim Einengen des alkoholischen Serumextrakts gebildet 
hatten. Aus der wasserigen Lésung der Substanz III lieBen sich mit 
Petrolither nach dem Ansauern 1,58 g Fettsauren extrahieren. 

Aus J,5 Liter Menschenserum wurden nach dem oben beschriebenen 
Extraktionsverfahren erhalten: 1. an petrolatherléslichen Substanzen: 
3,28 g Substanz I + 4,05 g, Substanz II + 1,58 g (aus Substanz III 
gewonnen) = 8,91 g, gleich 554 mg-%. — 2. Substanz I und II ent- 
hielten zusammen 3,374g Gesamtcholesterin (225 mg-%), die sich 
zusammensetzten aus 1,708 g freiem Cholesterin (114 mg-%) und 1,666 ¢g 
Estercholesterin (111 mg-%). — 3. An ,,;UX‘‘ wurden aus Substanz | 
und I] isoliert : 0,882 g; das entspricht einem Serumgehalt von 58,8mg-°,, 
,,UX“‘, wobei jedoch bemerkt werden soll, daB es nicht gelang, ,,UX* 
quantitativ zu erhalten. 


Die Eigenschaften des isolierten ,,UX‘‘ waren folgende: Gelbliches 
61, frei von Stickstoff und Phosphor, leicht léslich in Petrolither und 
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Chloroform, schwerer léslich in Alkohol und unléslich in Wasser. Jod- 
zahl nach Winkler: 36. Beim Stehen erstarrt ,,UX‘‘ zum Teil und wird 
yon Kristalldrusen durchsetzt. Obwohl ,,UX“ mit Digitonin keine 
Fiillung mehr ergab, lieferte es noch eine positive Liebermann-Burck- 
hardtsche und positive Salkowskische Reaktion. Eine quantitative 
kolorimetrische Bestimmung nach Gértz (6) mit Benzoylehlorid und 
Zinkeisessig ergab, daB ,,UX“ sich kolorimetrisch so verhalt, als ob es 
zu 25% aus Cholesterin bestiinde. 


Elementaranalyse des aus Menschenserum erhaltenen ,,UX“ 
(zwei verschiedene Praparate) : 


73,48 % C und 5,61°% H; Spur N, 

75,55 % C und 5,61°% H; Spur N. 
Elementaranalyse eines aus Rinderserum erhaltenen ,,U X‘‘-Priaparates: 

53,67 °% C und 4,98°% H; Spur N. 


Die Eigenschaften dieses aus Blutserum erhaltenen ,,UX‘“‘ erinnern 
an die Eigenschaften des von Thannhauser und seinen Mitarbeitern 
Frankel und Léhr (7) aus dem PreBsaft der Schweineleber gewonnenen 
,,Unverseifbaren“, welches ebenfalls ein gelbes 01 darstellte, das ebenso 
wie unser aus Menschen- und Rinderserum gewonnenes ,,UX“ trotz 
Cholesterinfreiheit noch positive Farbreaktionen auf Cholesterin gab. 
Es miissen also alle mit menschlichem Blutserum angestellten kolori- 
metrischen Cholesterinbestimmungen zwangslaufig etwas héhere Werte 
ergeben als diejenigen, welche man bei der Bestimmung des Cholesterins 
durch Digitoninfallung erhailt. Da nach unseren Untersuchungen das 
Menschenserum mindestens 58 mg-°, durch Digitonin nicht fallbares 
UX“ enthalt, welches kolorimetrisch seinerseits einen Cholesterin- 
gehalt von 14 bis 15 mg-% vortéuscht, so sind kolorimetrisch im 
Menschenserum bestimmte Cholesterinwerte sicherlich um _ diesen 
Betrag zu hoch. Auf die Unstimmigkeiten zwischen den kolorimetrisch 
und gravimetrisch bestimmten Cholesterinwerten des menschlichen 
Blutes ist von Biirger (8) schon friiher wiederholt hingewiesen worden. 


Aus der Benzollésung des ,,UX“ lieBen sich ein Pikrat und ein 
Pikrolonat als élige Kérper ausfallen, deren Kristallisation jedoch nicht 
gelang. Die zugehérige freie Base wurde auf folgende Weise erhalten: 


Zur alkoholischen Lésung des Pikrats wurde so viel in Wasser aus- 
gekochte ungefarbte Wolle gegeben, bis die Lésung nach mehrtagigem 
Stehen fast farblos war. Die alkoholische Lésung wurde alsdann zur Trockne 
gebracht, mit Petrolather aufgenommen und im Scheidetrichter zur Ent- 
fernung der letzten Spuren Pikrats griindlich mit Wasser ausgeschiittelt. 
Nach Verjagen des Petrolathers verblieb ein gelbliches Ol, welches in Eis- 
wasser erstarrte und folgende Elementarzusammensetzung hatte: 84,44 %, C 
und 11,50% H; N-frei. 
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Das nach Abtrennung des Pikrats verbleibende ,,UX‘* wurde ebenfa 
mit Wolle von der iiberschiissigen Pikrinséure befreit. Beim Aufnehm:; 
dieses Rest-,,UX* in Alkohol und tropfenweisen Versetzen mit Wass« 
kristallisierte in der Kalte (Eis-Kochsalzmischung) ein schneeweiBer Kérp« 
aus, der bei Zimmertemperatur 6ligwachsartige Konsistenz annahm, sich 
an der Luft braun farbte und folgende Elementarzusammensetzung hatte: 
85,57 % C und 12,63 H; N-frei. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird der cholesterinfreie ,,unverseifbare‘‘ Anteil der Lipoide 
des Serums als gelbliches 0) isoliert. Es gibt fiir das Cholesterin charak 
teristische Farbreaktionen; wahrscheinlich sind in ihm sterina:tiye 
Kérper enthalten. 

2. Aus dem _ ,,Unverseifbaren“ lieB sich ein Pikrat abtrennen 
dessen zugehérige Base isoliert wurde; ferner wurde aus dem ,,Un- 
verseifbaren“ ein in der Kalte kristalliner, bei Zimmertemperatur 
jligwachsartiger K6érper abgetrennt. 

3. Im Zusammenhang mit den Versuchsbefunden wird die Még- 
lichkeit von Fehlerquellen bei “der kolorimet:ischen Cholesterin- 
bestimmung diskutiert. 
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Uber den Vitamin-C-Gehalt der Kartoffeln. 
I. Mitteilung: 
Alte gelagerte Kartoffeln der Ernte 1935. 
Von 
A. Seheunert, Johs. Resehke und Eva Kohlemann. 
(Aus dem Veterinir-physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Eingegangen am 14, September 1956.) 


Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber den Vitamingehalt 
der deutschen Nahrungsmittel! wurden ab 1925 auch Kartoffeln laufend 
im Meerschweinchenversuch auf ihren Vitamin-C-Gehalt gepriift. Hierbei 
stellte sich heraus, daB der Vitamin-C-Gehalt der Kartoffel ziemlich 
erheblich ist, da in den verschiedenen Jahren und Ernten von frischen, 
rohen Kartoffeln 3 bis 5g pro Tag geniigten, um Meerschweinchen 
iiber 90 Tage skorbutfrei zu halten. Besonders bemerkenswert war 
das weitere Ergebnis, daB das Kochen und Dampfen der Kartoffeln 
nur eine sehr ge.ingfiigige Herabsetzung des Vitamin-C-Gehalts be- 
dingt, und da8 auch durch langeres Lagern der Vitamin-C-Gehalt 
zwar vermindert wird, aber keineswegs véllig verschwindet. Kartoffeln 
aus der Herbsternte, bis Mai und Juni gelagert und dann stark gekeimt, 
vermochten immer noch Skorbutschutz auszuiiben, und zwar noch in 
Mengen von 5 bis 6 g pro Tag und gekocht in Mengen von 6 bis 14 g pro 
Tag. Diese Befunde fiihrten zu dem SchluB, daB die Kartoffel, deren 
mengenmaBiger Anteil an der deutschen Kost im Mittel 12 % der Ge- 
samtkalorienzufuhr betrigt, die wichtigste Vitamin-C- Quelle ist, die, 
auch iiber die Winter- und Friihjahrsmonate zur Verfiigung stehend, 
in erster Linie den Skorbutschutz in Deutschland bestimmt. Daf dies 
nur unter der Voraussetzung zutrifft, daB an dem reichlichen Kartoffel- 
anteil in der tiglichen Kost von der Bevélkerung festgehalten wird, 
ist selbstverstandlich. 

Diese Erkenntnisse lassen es wichtig erscheinen, einen Gesamt- 
iiberblick iiber die Vitamin-C-Mengen zu gewinnen, welche durch ver- 
schiedene Kartoffelsorten in verschiedenen Gegenden und Jahres- 
zeiten zur Verfiigung stehen. Hieraus ergab sich der Plan, die fiir die 
Volksernahrung wichtigen Kartoffelsorten auf ihren Vitamin-C-Gehalt 
zu untersuchen und festzustellen, wie Lagerung und Zubereitung diesen 
beeinfluBt. Infolge der Reindarstellung des Vitamins C ist eine quanti- 


1 A. Scheunert, Die Volksernihrung, H. 8. Berlin, Jul. Springer, 
1. Aufl. 1929, 2. Aufl. 1932; Deutsch. med. Wochenschr. 1931, Nr. 20; 
GewerbefleiB 107, H. 11, 1928. 
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tative Ermittlung jetzt viel leichter méglich als friiher. Auch kénne: 
die chemischen Titrationsmethoden bei kritischer Verwendung zu 
Vitamin-C-Bestimmung, wenigstens als Mithilfe, herangezogen werden 
Beziiglich der Anzahl der zu untersuchenden Kartoffelproben ist weite: 
dadurch eine Vereinfachung erzielt worden, daB durch MaBnahme 
des Reichsnahrstands entgegen der friiheren Mannigfaltigkeit eine 
Beschrinkung auf verhaltnismaBig wenige, aber besonders geeignete 
Sorten erzielt worden ist. 

Die in der JI. Mitteilung bekanntgegebenen Untersuchungen 
dienten vor allem der Schaffung einer Methodik, die es erméglicht. 
mit verhaltnismaBig geringem Aufwand an Arbeitskraften eine gréBere 
Anzahl von Proben rasch zu untersuchen. Es war von vornherein klar, 
daB der Meerschweinchenversuch, obwohl er, wie wir voll iiberzeugt 
sind, die einzige wirklich einwandfreie Methode darstellt, nur bei einer 
verhaltnismaBig geringen Anzahl von Proben herangezogen werden kann 
Der Schwerpunkt der Untersuchung mu8 in der chemischen Methode 
liegen, da diese es gestattet, in kurzer Zeit eine groBe Anzahl von Proben 
zu untersuchen. Wenn aber eine befriedigende Ubereinstimmung 
zwischen ‘Titrationsergebnis und Meerschweinchenversuch _ besteht, 
und dies scheint in der Tat der Fall zu sein, so ist man berechtigt, auch 
aus nicht durch den Meerschweinchenversuch kontrollierten Titrations- 
ergebnissen Schliisse zu ziehen, die,einigermaBen die wirklichen Ver- 
haltnisse wiedergeben. 

Es kam infolgedessen in erster Linie darauf an, ein geeignetes 
Vorgehen bei der Titration zu finden. 

Hierzu stand zunachst die Tillmanssche! Methode in ihrer alten Aus- 
fiihrung zur Verfiigung. Diese vermochte von vornherein nicht zu befriedigen, 
wie die von 7’. mit Hirsch und Vaubel' mitgeteilten Erfahrungen unschwer 
erkennen lassen. Auch das von Enflin® neuerdings angegebene Vorgehen, 
die Extraktion der Ascorbinséure durch Kochen mit 0,2 %iger Essigsiure 
unter Durchleiten von Stickstoff wahrend 10 Minuten vorzunehmen, 
befriedigte mit Kartoffeln als Untersuchungsmaterial nicht. Abgesehen von 
Bedenken, die man gegen Anwendung von Kochtemperaturen in N-Atmo- 
sphire haben kann, verkleistert die Kartoffel bei solehem Vorgehen be 
trachtlich, wodurch die weitere Verarbeitung praktisch unméglich gemacht 
wird. Es blieben somit die Erfahrungen und Methoden iibrig, die von 
Birch, Harris und Ray*, Bessey und King4 und van Eekelen® mitgeteilt 
worden sind. Bei der Durchfiihrung der ersten Untersuchungen stieBen 
wir auf erhebliche Schwierigkeiten, die durch die Anwesenheit von 
Oxydasen in der Kartoffel verursacht werden, und iiber deren Ausschaltung 


1 J. Tillmans, P. Hirsch u. R. Vaubel, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 
65, 145, 1933. — * K. Enflin, Naturwiss. Inaug.-Diss. Frankfurt a. M. 1935. 
— 37, W. Birch, L. J. Harris, Biochem. J. 27, 590, 1933; 8. N. Ray, 
ebenda 28, 189, 1934. — 4 O. A. Bessey u. C.G. King, J. of biol. Chem. 
108, 687, 1933. — ®° M. van Eekelen, Nature 186, H. 3430, 144/45, 1935. 
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nsbesondere H. Wieters' aus dem Hauptlaboratorium von Z£. Merck vor 
kurzem berichtete. Auch in unseren Versuchen erwies sich die von Bessey 
und King fiir pflanzliches Material, also auch rohe Kartoffeln, vorgeschlagene 
Extraktion mit 8 Giger heiBer Essigsiiure als unbrauchbar. Wohl aber war 
die von diesen Autoren (und auch von Birch, Harris und Ray und van 
Eekelen) angewandte Extraktion mit Trichloressigsaure erfolgreich. Mit 
Versuchen, die Oxydasen auf andere Weise zu vernichten, kamen wir nicht 
zum Ziel. Die Blausiurevergiftung, mit der wir uns dank einer freundlichen 
Beratung durch das Hauptlaboratorium von E. Merck beschaftigten, ist 
zwar wirksam, aber fiir unsere Zwecke zu umstandlich, ebenso alle Fallungs- 
methoden mit nachfolgender H,S-Behandlung, gegen die wir iiberhaupt 
Bedenken haben, welche auch nach den Zilvaschen Versuchen? be- 
rechtigt sein diirften. Von ganz entscheidender Bedeutung ist, wie schon 
Tillmans und viele andere Autoren hervorhoben, die Ausschaltung der 
den Farbstoff reduzierenden Metallspuren. Nach sehr vielen vergeblichen 
Versuchen, auf deren Wiedergabe im einzelnen verzichtet werden kann, 
gelangten wir zu der folgenden Methode, die im Vergleich mit anderen 
die héchsten und auch konstante Titrationswerte ergab, und die auch in 
verhaltnismaBig kurzer Zeit durchgefiihrt werden konnte. 


Methodik zur Bestimmung in rohen Kartoffeln. 


Von einer gut abgewaschenen und wieder gut abgetrockneten Kartoffel 
wird mit Hilfe eines silbernen, feuervergoldeten Messers aus der Mitte rasch 
eine Scheibe herausgeschnitten und hiervon 10g méglichst schnell ab- 
gewogen. Dieses Stiick wird in einem tiefen Mérser unter 8 ecm 20 %iger 
Trichloressigsiure mit eisenfreiem Sande fein verrieben. Hierzu werden 
weiter 12cem 20% jiger Trichloressigsiure gegeben und dieses Gemisch 
nunmehr in ein Zentrifugenglaschen iiberfiihrt und mit 5 ccm Wasser® 
nachgespiilt. Hierauf wird zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit 
in ein 100-cem-Kélbchen gegeben. Der Riickstand im Zentrifugenglas wird 
zweimal mit je 10cem 5% iger Trichloressigsiure, die man vorher zum 
Nachspiilen des Mérsers verwendet hat, aufgeriihrt und erneut zentrifugiert. 
Die Dauer des Zentrifugierens betragt in jedem Falle 5 Minuten. Die 
Waschfliissigkeiten werden im 100-cem-K6élbchen mit dem ersten Zentrifugat 
vereinigt und dann auf 100 cem mit zweimal destilliertem Wasser aufgefiillt. 
Von dieser Fliissigkeit werden 25 ccm in ein Zentrifugenglaschen von 2 em 
lichter Weite gegeben und hierin die Titration vorgenommen. Dazu wird 
eine n/1000 Lésung von 2, 6-Dichlorphenolindophenol (£. Merck) ver- 
wendet, die man aus einer Mikrobiirette unter Umriihren so lange einflieBen 
1aBt, bis eine 30 Sekunden lang anhaltende schwache Rosafairbung entsteht. 
Die Farbstofflésung wird vorher gegen reine Ascorbinsaéure eingestellt 
{88mg in 100cem doppelt destilliertem Wasser). Diese Ascorbinsiure- 
lésung wird zu gleichen Teilen mit n/1l Essigsiure, unter Vermeidung 
von Sonnen- oder sehr starkem Tageslicht, vorher gegen n/100 Jodlésung 
titriert. Der Farbstoff wird im Eisschrank im Dunkeln aufgehoben. Die 
Farbstofflésung mu jede Woche neu eingestellt werden und wird nach etwa 
3 Wochen unbrauchbar. 

1 Mercks Jahresber. 49, 77, 1935. — ® Biochem. J. 30, 361, 1936. — 
3 Alles bei diesen Arbeiten verwendete Wasser ist zweimal destilliert. Die 
zweite Destillation wird aus GlasgefiBen durchgefiihrt, um Metallspuren 
sicher auszuschlieBen. 
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Methodik zur Bestimmung in gekochten Kartoffeln. 


Bei gekochten Kartoffeln sind die Oxydasen durch den Kochvorgan 
vernichtet. Die Gefahr einer raschen Oxydation ist somit gering, und man kan: 
eine Mittelprobe aus mehreren Kartoffeln nehmen und zur Titration bringen. 
Man entnimmt drei Kartoffeln verschiedener GréBe (klein, mittel, groB) au 
dem Kochgut, schalt sie, soweit sie in der Schale gekocht waren, gibt di 
Gesamtmenge in eine Porzellanschiissel und fiigt pro 10 g Kartoffelgewicht j: 
3ccm etwa 8 °iger methylalkoholischer Essigsiiure hinzu. Zur Bereitung 
der methylalkoholischen Essigsiure werden 100 cem Methylalkohol mit 
8 cem Eisessig versetzt. Die Kartoffeln werden mit einem Pistill zerdriickt 
und hierauf die Gesamtmasse gewogen. Von diesem Brei wird zur eigent 
lichen Bestimmung soviel abgewogen, wie 10g Kartoffelsubstanz ent 
spricht. Diese Menge wird mit eisenfreiem Sande verrieben und _ hierzu 
17 cem methylalkoholischer Essigsiure zugegeben. Dann wird zentrifugiert, 
das Zentrifugat in ein 100-ccm-K6lbchen iibergefiihrt und der Riickstand 
genau wie oben zuniachst. mit 20 °,iger Trichloressigsiure + 5 cem Wasser, 
und dann mit zweimal 10 cem 5%iger Trichloressigsiure durch erneutes 
Zentrifugieren vollkommen extrahiert. Die Extrakte werden alle in dem 
100-cem-K6lbchen vereinigt, auf 100 cem mit doppelt destilliertem Wasser 
aufgefiillt und dann, wie oben beschrieben, weiter behandelt. Zur Methodik 
ist noch zu bemerken, daf wir die Titration auch mit n/100 J-Lésung vor 
genommen haben, da nach H. Wieters (E. Merck)! bei vielen Gemiisen im 
allgemeinen gute Ubereinstimmung mit den Werten der Farbstofftitration 
gefunden wurde. Fiir unsere Kartoffeln traf dies jedenfalls nicht zu, denn 
wir fanden auf Ascorbinsiure umgerechnet bei rohen sowie bei gekochten 
Kartoffeln stets mehr als das Doppelte der Dichlorphenolindopheno! 
titration. Diese Mengen sind aber offensichtlich viel zu hoch. Im tibrigen 
hat auch Wieters bei Kartoffeln in einem Falle sehr erhebliche Unterschiede 
zwischen den mit der Farbstoff- und der Jodtitration erhaltenen Werten 
gefunden. 

Bisher sind in der Literatur nur wenige Angaben iiber den Ascorbin- 
siuregehalt von Kartoffeln mitgeteilt worden. Tillmans und seine Mit- 
arbeiter? berichten iiber Mengen von 1,76 bis 2,64 mg in 10 g, van Eekelen® 
fand in der gleichen Menge 3,1 mg, Birch, Harris und Ray* 1,5 mg, Bessey 
und Aing*® 1,6 mg in alten und 2,2 mg in neuen Kartoffeln. Fiir 10g ge- 
kochte Kartoffel geben neuerdings Everson und Daniels ® etwa 0,31 mg an. 
Die neuesten Untersuchungen stammen von Wieters!, der Kartoffeln mit 
verschiedenen Methoden untersuchte und in 10 g stark schwankende Mengen 
von 0,75 mg bis 1,5 mg fand. Er gibt auch an, dai beim Kochen in de! 
Schale der gesamte Ascorbinsauregehalt erhalten bliebe, beim Kochen ge 
schalter Kartoffeln aber 50° verloren ginge. Alles in allem sind also recht 
unterschiedliche Werte gefunden worden. Da Sorte, Alter, Lagerung und 
anderes mehr nicht beriicksichtigt worden sind, ist die Schwankungsbreite 
der Ergebnisse ohne weiteres verstandlich. 


Zur Untersuchung gelangten je vier Proben der beiden zur Zeit 
wichtigsten Sorten Flava und Erdgold, die uns durch freundliche Ver- 


1 Mercks Jahresber. 49, 77, 1936. 2 Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 
68, 240, 1932. — *% Nature 136, H. 3430, 144/45, 1935. 4 Biochem. J. 
27, 590, 1933. 5 J. of biol. Chem. 103, 687, 1933. 6 J. Nutrition 12, 
15, 1936. 
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mittlung des Reichsnahrstandes von der Pommerschen Saatzucht- 
Gesellschaft geliefert wurden. Jede Probe von Flava entsprach be- 
zuglich Herkunft, Bodenbeschaffenheit, Bodenbehandlung und Ernte 
einer solechen von Erdgold. Die vier Doppelproben stammten wieder 
aus verschiedenen Gegenden und waren somit unter verschiedenen 
Boden-, Witterungs- und Diingungsverhiltnissen gewachsen!. 

Die Kartoffeln stammten aus der Herbsternte 1935 und wurden 
uns im Friihjahr 1936 geliefert. Die Untersuchung begann am 22. April 
1936 und endete am 24. Juni 1936. Es handelte sich also um lange 
iiber Winter und Frithjahr hinweg gelagerte Kartoffeln, die infolge- 
dessen schon sehr stark gekeimt waren und somit als ein besonders 
ungiinstiges Material angesehen werden muBten. Dies war einerseits 
durch die Verhaltnisse, die den Versuchsbeginn bestimmten, gegeben, 
lag aber durchaus in unserer Absicht, da der Vitamin-C-Gehalt der 
lange gelagerten Kartoffeln besonderes Interesse beansprucht. 

Die Kartoffeln wurden roh, mit und ohne Schale gedimpft und 
ohne Schale gekocht untersucht. 

Die bei den rohen Kartoffeln gefundenen Werte zeigt Tabelle I. 

An einer Kartoffelpflanze befinden sich Knollen recht verschiedener 
GréBe. Es ist also naheliegend, anzunehmen, daB Unterschiede in den 
zum Aufbau der Knolle fiihrenden Vorgingen bestehen und daB somit 
auch der Ascorbinsauregehalt wechseln muB. Die Ergebnisse bestatigen 


dies. Jede der angegebenen Zahlen entspricht einer Kartoffel und ist 
der Mittelwert zweier iibereinstimmender Titrationen, wobei nur Unter- 
schiede bis zu 0,05 cem zugelassen wurden. Zum Teil sind die in ver- 
schiedenen Knollen gefundenen Differenzen recht erheblich, wobei 
iibrigens die GréBe der Knolle keinen konstanten Einflu8 ausiibt. 

Die gré8ten Differenzen wurden bei Flava Nr. 5 und Nr. 1 und Erd- 
gold Nr. 2 beobachtet. Bei Flava betragen sie gegeniiber dem Mittel- 


1 Nr. 5, Reinfeld: Héhenlage 180m iiber N.N. Schwach humoser 
Sandboden, 6. bis 7. Klasse des Sandgebietes am Siidhange des hinter- 
pommerschen Hdéhenriickens. 650mm _ Jahresniederschlige. Kartoffel- 
gesundheitsgebiet; Bodenreaktion schwach sauer, pq = 5,0. —- Nr. 41, 
Janikow: Héhenlage 123 m iiber N. N. am Siidhange des hinterpommerschen 
Héhenriickens im Sandgebiet, schwach humoser, schwach lehmiger Sand- 
boden, Kartoffelgesundheitsgebiet in Trockenlage (500 bis 550 mm Jahres- 
niederschlige). Bodenreaktion schwach sauer, py = 5,6 bis 6,0. —- Nr. 1, 
Wiistenfelde: Héhenlage etwa 30m iiber N.N. Vorpommern, dement- 
sprechend schwach humoser sandiger Lehmboden der Grundmordane mit 
geniigendem Kalkgehalt, Weizen- und Zuckerriibenfahig. (550 bis 600 mm 
Jahresniederschlige.) —- Nr. 4, Regenwalde Nord: Héhenlage 56m iiber 
N.N. Schwach humoser lehmiger Sandboden der hinterpommerschen 
Grundmorine, dementsprechend relativ kalkarm, py-Zahl = etwa_ 5,0; 
besonders gute Kultur, besonders gut fiir Kartoffeln. (600mm Jahres- 
niederschlage. ) 
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Tabelle 





Flava Erdgold 





mg Ascorbinsiure : mg Ascorbinsiu 
in 10g Kartoffel Herkunft in 10g Kartofh 


Herkunft GriBbe 


Nr. 5 Rheinfeld grob 0.79 = 0,67 Nr. 6 Reinfeld 0,72 0.68 
0.76 O81 
klein 0,91 0.87 0,61 0,63 
0,95 0,83 
ir. 41 Janikow grob 0,80 0,70 Nr. 42 Janikow 0,80 0,75 
klein 0,82 0,67 0,78 0,76 
‘r. 1 Wistenfelde groS 0,84 0,85 Nr. 2 Wiistenfelde| 0,76 0,83 
klein 0,59 0,58 0,62 0,56 


vr. 4 Regenwalde = gro$ 0,62 0,66 Nr. 3 Regenwalde 0,53 0,53 
Nord klein 0,63 0,61 Nord 0,58 0,61 


wert von 0,82 mg 0,13 mg als obere und 0,15 mg als untere Abweichung, 
also etwa 16 bis 18 % des Mittelwerts, oder 29,5 °% des Héchstwerts. Bei 
Flava Nr. 1 Wiistenfelde erhéht sich dieser Wert auf 31,8 °/, bei der ent 

sprechenden Erdgoldsorte sogar auf 32,5 °%,. Das sind natiirlich gewaltige 
Differenzen, die zeigen, da der Vitamingehalt roher Kartoffeln offenbar 
sehr schwer beurteilt, jedenfalls nicht sicher zahlenmaBig voll be- 
friedigend ausgedriickt werden kann. 

Nach unseren Erfahrungen diirfte der Vitamin-C-Gehalt sogar 
in ein und derselben Knolle an verschiedenen Stellen verschieden sein. 
Es ist danach sehr unwahrscheinlich, daB es gelingen kénnte, den Vitamin- 
C-Gehalt einer Kartoffelmenge durch Untersuchung einiger weniger 
Knollen zu bestimmen. Man miiBte dazu eine gréBere Anzahl von 
Knollen gleichzeitig verarbeiten, um eine Mittelprobe zu gewinnen 
Das ist aber wegen der Anwesenheit der Oxydasen nicht médglich. 

Fir den Tierversuch, der immerhin eine langere Fiitterung erfordert, 
ergibt sich hieraus, daB eine ganz genaue Schutzdosis schwerlich zu 
ermitteln sein wird, und daB recht widersprechende Ergebnisse erhalten 
werden kénnen. 

Beziiglich der einzelnen Sorten von Flava und von Erdgold be- 
stehen ebenfalls erhebliche Unterschiede, die zeigen, daB es sehr wohl 
auf die értlichen Bedingungen ankommt, unter denen dasselbe Saatgut 
wichst. Dies alles weist darauf hin, daB ein einheitliches Ergebnis 
iiber den Vitamin-C-Gehalt von Kartoffeln verschiedener Herkunft 
nicht erwartet werden darf, auch wenn es sich um dieselbe Sorte handelt. 
Allerdings mu8 daran gedacht werden, da8 auch der zeitliche Unter- 
schied zwischen den Untersuchungen sehr wohl eine Rolle spielen kann. 
Die beiden ersten Proben, Flava Nr. 5 und Erdgold Nr. 6, wurden am 
22./23. April (Flava) und 5./6. Mai (Erdgold) untersucht. Die beiden 
letzten Proben, Flava Nr. 4, Erdgold Nr. 3, hingegen am 18. und 23. Juni. 
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Immerhin dirfte durch den mehrwéchigen Zwischenraum — eine 
fortschreitende Zerstérung des Vitamin-C-Gehalts eifolgt sein, so dab 
sich hieraus das Auftreten niedrigerer Werte erklart. So erklart es 
sich auch, daB unsere Werte durchweg viel niedriger sind, als z. B. die 
von Wieters, der im Dezember untersuchte. 


Tabelle II. 





Zubereitung Herkunft Flava Herkunft Erdgold 


De ea Pree 0,82 0.66 

Gedamp{t mit Schale | Nr. 5 0,74 0,71 Nr. 6 0,62 0,60 
‘. ohne , | Reinfeld 0,67 0,66 Reinfeld 0,64 0.62 

Gekocht es a 0.59 0,59 0.59 0.57 


toh SE ee era 0,75 0,77 

Gedampft mit Schale Nr. 41 0,70 0,68 Nr. 42 0.70 0,68 
. ohne , | Janikow 0,54 0,54 Janikow 0,55 0,56 

Gekocht . ee 0.53 0,50 043 041 


Ne os. ee 0,72 0,69 
Gedimpft mit Schale Nr. 1 0.79 0,79 Nr. 2 0.78 0,73 
- ohne ,  helemaaaiaees 0.57 0,57 Wiistenfelde 0.60 0.58 
Gekocht " in 0,45 0,42 0,52 0,49 
0,62 Nr. 3 0,56 
5 5é ite oi 54 0.48 
Regenwalde 0,54 0,58 Regenwalde One 0,48 
ohne , | Nord 0.44 0,45 0.57 0.54 


Gekocht . . 0.49 0.48 Nord 0.44 0.42 


UO Se ee ee ae 3 
Gedam pft mit Schale Nr. 4 


In Tabelle II sind die bei den verschiedenen Zubereitungsarten 
gefundenen Werte neben den Mittelwerten der Rohkartoffeln zusammen- 
gestellt. Da beim Kochen die Oxydase zerstért wird, kann hier von einer 
Mittelprobe aus mebreren Knollen ausgegangen werden. Dies driickt 
sich in den gut tibereinstimmenden Werten aus, die bei der Unter- 
suchung zweier Proben erhalten werden. 

Das Dampfen mit Schale, sicher die mildeste Behandlung, setzt 
den Ascorbinsiuregehalt nur wenig herab. Bei der Sorte Wiistenfelde 
ist der Rohwert niedriger. Man vg]. dazu Tabelle I und wird erkennen, 
daB die dort bei den kleinen Kartoffeln gefundenen niedrigen Werte 
fiir den niedrigen Mittelwert der Rohkartoffeln ve antwortlich zu machen 
sind. Das Dampfen ohne Schalen ist schon ein starkerer Eingriff, der 
zu einer deutlichen Herabsetzung fiihrt. Das Kochen in Salzwasser 
ohne Schale schlieBlich setzt am stirksten herab. 

Diese Ergebnisse entsprechen durchaus unseren alten, eingangs 
referierten Tierversuchen, welche ebenso wie jetzt die Titrationsversuche 
ergaben, da Dampfen mit Schale nur zu recht geringen EinbuBen 
fiihrt. Diese Befunde stehen auch im Einklang mit den Ergebnissen 
von Wieters. Vor allem aber ist wichtig und wird durch die neuen 
Versuche wiederum erhartet, daB selbst iiber Winter und Friihjahr 
gelagerte Kartoffeln noch immer Vitamin © enthalten und sehr wohl 
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befabigt sind, am Skorbutschutz teilzunehmen. Allerdings ist cd: 
Vitamin-C-Gehalt dieser fast 3/, Jahre gelagerten und gekeimten 
Kartoffeln nur noch gering, immerhin kann man bei der Aufnahm: 
von 250 g/Tag gedimpfter Kartoffeln noch immer mit einer Zufuh: 
von 11 bis 20 mg Ascorbinsaure rechnen. 10 bis 20 mg geben Stepp 
Kiihnau und Schroeder als Minimaltagesdosis fiir den Erwachsenen an. 
Dabei ist zu bedenken, daB in dieser Zeit frische Gemiise und auch 
Friihkartoffeln auf dem Markt erscheinen, so da andere und reichere 
Vitamin-C- Quellen zur Verfiigung stehen. 


Tabelle III. 





Zubereitung Herkunft Flava Herkunft Erdgold 
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In der Tabelle III sind die Jodtitrationsergebnisse zusammen- 
gestellt. Sie sind auBerst gleichmaBig und zeigen ebenfalls eine geringe 
Abnahme als Auswirkung der Zubereitung. Sie sind sicher zu hoch, 
wie sich aus dem folgenden Tierversuch unschwer entnehmen labt. 
Der Tierversuch wurde nur zu orientierenden Zwecken durchgefihrt 
und konnte leider nicht in der gewiinschten Ausfiih:lichkeit angelegt 
werden. Um einen Vergleich mit den alten Ergebnissen zu erhalten. 
wurde verlangt, daB die Meerschweinchen 60 Tage die Haltung auf 
Skorbutkost unter Beigabe von verschieden hohen Kartoffeldosen 
skorbutfrei ertragen sollten. 

Gepriift wurden Flava Nr. 5 und Erdgold Nr. 6 roh und mit Schale 
20 Minuten gedimpft. Die taglichen Dosen waren 3, 4, 5, 6g roh und 4, 
5, 6, 8g gedimpft. Der Bewertung wurde die Sektion zugrunde gelegt. 
wobei sehr scharf vorgegangen und schon eine leichte Verdickung der 
Rippenknorpelsymphysen als Anzeichen von beginnendem Skorbut auch 


bei Abwesenheit von Blutungen gewertet wurden: Zeichen 0 bis + ; 
Blutungen + bis + +;-+--+-+ je nach Schwere. Man erkennt ohne weiteres, 
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daB Flava Nr. 5 der Kartoffel Erdgold Nr. 6 iiberlegen war, obwohl aw 

Flava Nr. 5 roh mit 4 bis 6 g noch keinen vollen Schutz aller Tiere bewirk« 

konnte, wenn er auch nahezu erreicht war. Da nach Tabelle II Flava Nr. 

in 10 g 0,82 mg, Erdgold Nr. 6 aber nur 0,66 mg Ascorbinsaéure enthielte: 
ist die Uberlegenheit von Flava erklirlich und in Ubereinstimmung mit 
der Titration. Nehmen wir an, dafS diese Zahlen auch fiir den Mee 

schweinchenversuch giiltig sind, so haben 5 bis 6g Flava 0,41 bis 0.49 m 
und 5 bis 6 g Erdgold 0,33 bis 0,39 mg Ascorbinsaure zugefiihrt. Da man be 
einem 60tagigen Versuch nicht unter 0,5 mg Bedarf pro Tag und Meer 
schweinchen rechnen kann, ist das Ergebnis durchaus verstandlich. 

Von den mit Schale gedimpften Kartoffeln erzielten sowohl Flava wi 
Erdgold mit 8 g/Tag vollkommenen Schutz, wobei ebenfalls eine Uberlegen 
heit von Flava deutlich aus den Versuchen mit 5 und 6¢ hervorgeht. Nach: 
Tabelle 2 erhielten diese Tiere mit 8g Flava, gedimpft, 0,58 mg und mit 8 ¢ 
Erdgold, gedampft, 0,49 mg Ascorbinséure. Danacl stimmt auch dieses 
Ergebnis mit der Theorie iiberein. Gleichzeitig erkennt man aber, da® dik 
Jodtitrationsergebnisse unmdéglich richtig sein kénnen. Bei ihrer Héhe 
hatten die Meerschweinchen schon mit viel geringeren Dosen vollen Skorbut 
schutz erlangen miissen. 


Zusammenfassung. 

Zur Untersuchung der Bedeutung der Kartoffel als Vitamin-C- 
Quelle in der Volksernihrung wird das fiir Kartoffeln geeignete metho- 
dische Vorgehen bei der Titration mit 2,6-Dichlorphenolindopheno! 
geschildert. 

An acht verschiedenen Proben ‘zweier iiber den Winter gelagerter 
und gekeimter Kartoffelsorten der Ernte 1935 wird gezeigt, daB ent- 
sprechend den friitheren Versuche dieses Instituts, selbst */, Jahre 
nach der Ernte noch immer deutliche, fiir die Ernahrung ins Gewicht 


fallende Vitamin-C-Mengen in den Kartoffeln enthalten sind. Der 


Gehalt verschiedener Knollen ist verschieden und kann erheblich sein, 
ja bis iiber 30 mg-°{, betragen. Die gleiche Sorte zeigt an verschiedenen 
Standorten verschiedenen Gehalt an Ascorbinsaure. 

Zubereitung durch Kochen und Dampfen setzt den Vitamin-C- 
Gehalt herab, und zwar am geringsten beim Dampfen mit Schale, am 


stirksten beim Kochen in Salzwasser ohne Schale. Dampfen ohne 


Schale steht dazwischen. Die Verminderung des Vitamingehalts halt 
sich beim Daimpfen mit Schale in maBigen Grenzen und betragt selbst 
beim Kochen ohne Schale noch nicht 50%. 

Die Jodtitration ist bei rohen und gekochten Kartoffeln unbrauch- 
bar, da sie viel zu hohe Werte ergibt. 

Durch einen Meerschweinchenversuch werden einige mit der Titra- 


tionsmethode gewonnene Ergebnisse nachgepriift und damit dic 


Brauchbarkeit dieser Methode erwiesen. 


Wir danken der Forschungsgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, 


die die Durehfiihrung dieser Untersuchungen ermdglichte, fiir ihre Unter 
stiitzung. 
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Uber die Gerinnung des Blutes. II. 
Von 


H. Dyckerhoff; W. v. Behm, N. Goossens und H. Miehler. 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen und der deut- 
schen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie, Abt. Ernahrungsforschung. ) 


(Eingegangen am 21. September 1936.) 


In einer jiingst erschienenen Arbeit berichten Dyckerhoff und 
Kiirten (1), daB von den seltenen Erden besonders das Neodym eine 
stark hemmende Wirkung auf die Gerinnung von recalcifiziertem Rinder- 
oxalatplasma ausiibt. Uber Aufhebung der Blutgerinnung in vitro 


durch Neodymchlorid berichtete frither schon Guidi (3), der auf Grund 
dieser Beobachtung und aus dem Nachbluten der Injektionsstellen 
bei Verwendung von Neodymchlorid auf eine Hemmung der Blut- 
gerinnung in vivo schlieBt, ohne die Versuche in dieser Richtung aus- 
zudehnen. 

Im Hinblick darauf, daB bei verminderter Gerinnungsfahigkeit 
des Blutes die Neigung zu Thrombosen verringert sein diirfte, schien 
es von Interesse zu untersuchen, ob sich durch Einbringung von Neodym 
in den lebenden Organismus eine Hemmung der Gerinnungskraft bzw. 
eine Verlingerung der Gerinnungszeit hervorrufen laBt. 


Um diese Frage beantworten zu kénnen, muBten zunichst die 
gegebenen Methoden zur Bestimmung der Blutgerinnungszeit kritisch 
untersucht werden. 


In der Literatur werden nahezu 20 Methoden beschrieben, von der 
einfachen Betrachtung des Festwerdens des Blutes im Reagensglas iiber 
differenziertere Methoden bei konstanten Bedingungen bis zu komplizierten 
Methoden viskosimetrischer Art. Allen Methoden ist gemeinsam, daB das 
Blut ohne einen Zusatz sofort nach der Entnahme untersucht wird, wobei 
das Blut teils durch Venenpunktion, teils durch Austropfenlassen aus einer 
kleinen Hautwunde gewonnen wird. Bei letztgenannter Art der Blutent- 
nahme ist die sich beimischende Gewebsfliissigkeit nicht ohne EinfluB auf 
die Gerinnungszeit. Die so erhaltenen Resultate unterscheiden sich bei den 
verschiedenen Methoden wesentlich. Es werden fiir normales Menschenblut 
Gerinnungszeiten von 2 Minuten bis iiber 30 Minuten angegeben [Fonio (2)}. 

Selbst wenn man die Genauigkeit dieser Methoden fiir den klinischen 
Betrieb als ausreichend annimmt, so bietet doch der Zwang, sofort nach der 
Entnahme des Blutes beobachten zu miissen, fiir Reihenuntersuchungen an 
ein und demselben Blute und fiir das Studium von gerinnungsférdernden 
oder -hemmenden Faktoren kaum zu iiberwindende Schwierigkeiten. Eine 
Steigerung der Genauigkeit der Bestimmungsmethode wird jedoch not- 
wendig, wenn aus kleinen Schwankungen der Gerinnungszeit Schliisse 
gezogen werden sollen. 
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Zeitliche Unabhangigkeit und eine wesentliche Steigerung d: 
Genauigkeit erreicht man durch Zusatz von Ammonoxalat zur Blut 
probe, das zu beliebiger Zeit wieder entfernt werden kann. Der an sic! 
undefinierte und daher schwer faBbare Gerinnungsbeginn bei Verwenduny 
von Frischblut wird beim Oxalatplasma ersetzt durch den definierte; 
und zeitlich frei wihlbaren Augenblick der Recalcifizierung. AuBerdem 
kann man an dem hellen klaren Plasma besser beobachten als bei Blut 
Eine Steigerung der Genauigkeit der Methode erreicht man durch 
Verdiinnen des Oxalatplasmas mit dem fiinffachen Volumen Aqua dest. 
Hierbei kann man den Beginn der Gerinnung, d. h. das erste Auftreten 
von Fibrinfiden, beobachten. Infolgedessen ist die beobachtete Ce 
rinnungszeit kiirzer als beim unverdiinnten Oxalatplasma, weil hierbei 
nur das Ende der Gerinnung der Beobachtung zuginglich ist. 

Der Notwendigkeit einer sofortigen Beobachtung des Gerinnunys. 
verlaufs bei Verwendung von Frischblut steht also beim Oxalatplasma 
die Méglichkeit gegeniiber, 2 Tage lang am gleichen Oxalatplasma 
Untersuchungen anzustellen, ohne daB sich die beim Recalcifizieren 
gemessene Gerinnungszeit indert. 

Das Oxalatplasma gerinnt etwa doppelt so rasch wie das Frisch- 
blut. Eine Parallelitat der Gerinnungswerte von Frischblut und Oxalat- 
plasma ist infolge der ungenauen Resultate beim Frischblut kaum zu 
erwarten, jedoch sind Andeutungen, hierfiir vorhanden. 

Die kiirzere Gerinnungszeit des Oxalatplasmas scheint uns ein 
besseres MaB fiir die in vivo vorhandene Gerinnungskraft des Blutes 
zu sein, weil wir durch Zusatze, die bei Frischblut gerinnungs- 
beschleunigend wirken, keine weitere Verkiirzung der Gerinnungszeit 
des Oxalatplasmas beobachten konnten. Wie Tabelle I zeigt, wirken 
die verschiedensten Zusitze verkiirzend auf die Gerinnungszeit des 
Frischblutes. Die Beschleunigung geht aber — auBer bei Zusatz von 
Thrombin — nie weiter, als bis zum Werte des zusatzlosen recalcifizierten 
Oxalatplasmas. 

Oxalat scheint den inFrischblut vorhandenennatiirlichen Hemmungs- 
kérpern des Thrombins ihre hemmende Wirkung zu nehmen. Das 
Thrombin ist im Oxalatplasma nur durch Oxalat gehemmt, mithin 
miBt man nach Wegnahme des Oxalats diejenige Gerinnungszeit. 
welche das gesamte im Blut vorhandene Thrombin hervorrufen kann. 

Wir halten aus diesen Griinden die Gerinnungszeitbestimmung 
am recalcifizierten Oxalatplasma und besonders am verdiinnten Oxalat- 
plasma, wie sie im experimentellen Teil niher beschrieben ist, fiir eine 
klinisch verwendbare Methode, weil sie gestattet, nach einer Blut- 
entnahme in den darauffolgenden 48 Stunden in mehreren Versuchen 
die Gerinnungszeit recht exakt zu bestimmen. Hinzu kommt, daB man 
auch durch Zusatze, z. B. von Thrombin oder einer gerinnungshemmenden 
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Substanz wie Neodym, noch einen naheren Einblick in das Gerinnungs- 
system gewinnen kann. 

Dyckerhoff und Kiirten (1) berichten, daB 0,0015 Millimol Neodym 
in den meisten Fallen die Gerinnung von 4 cem recalcifiziertem Rinder- 
oxalatplasma verhindern. Beim Nachpriifen dieser Versuche wurde 
gefunden, daf die zur Erzielung voélliger Gerinnungsaufhebung nétige 
Neodymmenge auBerordentlichen Schwankungen unterliegt. Fiir dieses 
stark unterschiedliche Verhalten der einzelnen Oxalatplasmen scheint 
eine Vielheit von Einfliissen, welche die Hemmungswirkung des Neodvms 
verandern, maBgebend zu sein, z. B. Alter des Oxalatplasmas, Gehalt 
des Oxalatplasmas an Hemmungskérpern, Fibrinogen, Thrombin, 
Thrombokinase, so daB eine Erklarung fiir den wechselnden Neodym- 
bedarf bisher nicht gegeben werden kann. So waren wir gezwungen, 
auch aus Kaninchen- und Ziegenblut gewonnenes Oxalatplasma auf 
seinen Neodymbeda f zu priifen. Abgesehen von den ebenfalls groBen 
Schwankungen im Neodymbedarf ergab sich, daB durchweg eine gréBere 
Menge zur Aufhebung der Gerinnung nétig war als beim Rinderoxalat- 
plasma. 


Die hemmende Wirkung des Neodyms auf das Gerinnungssystem 
des Blutes ist grundsatzlich verschieden von derjenigen des Oxalats. 
Der Hemmungseffekt des Oxalats ist reversibel, wihrend die Gerinnungs- 
aufhebung mit Neodym am Frischblut in vitro ein irreversibler Vorgang 


ist. Es ist in vitro nicht méglich, durch Zugabe einer aquivalenten 
Oxalatmenge zu mit Neodym ungerinnbar gemachtem Frischblut wieder 
ein gerinnungsfahiges System zu erhalten oder durch Thrombinzusatz 
Gerinnung herbeizufiihren. 

Setzt man vor dem Recalcifizieren Neodym zu Oxalatplasma, 
so wird es nicht, wie zu erwarten ware, als Neodymoxalat ausgefallt, 
sondern entfaltet seine hemmende Wirkung in gleicher Weise wie am 
recalcifiziertem Oxalatplasma, ein Beweis dafiir, daB die Affinitat des 
Neodyms zum Gerinnungssystem gréBer ist als die zum Oxalat. In 
Wasser suspendiertes Neodymoxalat hat keine gerinnungshemmenden 
Eigenschaften. 

Ein ahnliches Bild der Gerinnungshemmung wie beim Neodym 
erhalt man bei Verwendung von Heparin. Auch hier erfolgt Ausfallung 
von Eiwei8kérpern und auf Thrombinzusatz zum heparingehemmten 
System keine Gerinnung mehr. 

Die Hemmungswirkung des Oxalats kann dagegen bekanntlich 
durch seine Wegnahme und Ersatz der entzogenen Calciummenge 
véllig aufgehoben werden. Die Gerinnungsfihigkeit des Systems wird 
vollkommen_ wiederhergestellt. Thrombinzusatz bewirkt selbst in 
xegenwart des Oxalats Gerinnung. 
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Wie erwahnt, gerinnt recalcifiziertes Oxalatplasma etwa doppel! 
so rasch wie Frischblut. Diesen Effekt deuten wir als Enthemmun;: 
der natiirlichen Hemmungskérper des Thrombins durch Oxalat. Dies: 
Wirkung des Oxalats ist eine augenblickliche, weil die Gerinnungszeit 
verkiirzung ebenso am sofort nach der Entnahme recalcifizierten Oxalat 
blut wie am nach Stunden recalcifizierten Oxalatplasma festzustellen ist 
Mit dieser Enthemmung des Thrombins durch das Oxalat erklart sich, 
auch die Tatsache, daB neodymhaltiges Oxalatplasma, das aus dem 
ungerinnbar gemachten Blut einer mit Neodym behandelten Zieg: 
hergestellt wird, beim Recalcitizieren schon wieder gerinnt, wahrend 
das neodymhaltige Frischblut selbst nicht gerinnt. Mit anderen Worten: 
dieselbe Menge Neodym reicht zwar aus um das Frischblut zu hemmen. 
aber nicht mehr um das Oxalatplasma, das aus dem gleichen Blut 
hergestellt wird, nach Recalcifizierung ungerinnbar zu machen. 

Zusatz verschiedener Stoffe zu Frischblut und Oxalatplasma sollte 
Aufklarung iiber den Grund der unterschiedlichen Gerinnungszeiten 
von Blut und Oxalatplasma bringen (Tabelle I). Es zeigt sich, dal 
die verschiedensten Zusatze die Gerinnung des Frischbluts beschleunigen 
Tierkohle und Aqua dest. z. B. rufen beinahe dieselbe Gerinnungszeit- 
verkiirzung hervor wie Thrombokinase oder Thrombin. In Wasser 
suspendiertes Edestin verkiirzt die Gerinnungszeit in gleicher Weise, 
jedoch ist diese Wirkung, ebenso wie diejenige von in Wasser suspen- 
dierter Tierkohle, auf die Verdiinnung durch das Wasser zuriickzufiihren. 
Verwendet man als Lésungsmittel physiologische Kochsalzlésung, so 
erhalt man nur mit Tierkohle eine Beschleunigung der Gerinnung, die 


Tabelle I. 
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réBer ist als diejenige, die man mit physiologischer Kochsalzlésung 
allein erzielt. Glycerin besitzt gerinnungshemmende Eigenschaften. 
Daher sollte auch die Einwi kung des Pankreastrypsins auf die Blut- 
verinnung nur in wasserigen Lésungen und nicht mit Glycerinlésungen 


untersucht werden. 

Die Gerinnungsaufhebung durch Trypsin (Tabelle I) ist als tryp- 
tischer Abbau des Fibrinogens aufzufassen. Dieser Abbau des Fibrinogens 
henétigt eine gewisse Zeit, was daraus hervorgeht, da} einige Minuten 
vor dem Recalcifizieren zugesetztes Trypsin stairker hemmt als die gleiche 


Menge, nach dem Recalcifizieren zugegeben. 

Nach diesen methodischen Vorversuchen und Verbesserungen 
konnten wir damit beginnen, die Wirkung des Neodyms in vivo zu 
untersuchen. Nach anfanglichen Versuchen mit Neodymsulfat und 
Neodymchlorid wurde Neodymacetat verwendet, weil es seiner ge- 
ringeren Aziditaét wegen besser geeignet schien. 

Unsere ersten an Mausen durchgefiihrten Versuche zeigten, da die 
bei der Kleinheit des Tieres notwendigen haufigen subcutanen Injektionen 
einer stark konzentrierten Neodymacetatlésung zu schweren Verhirtungen 
und Nekrosen der: ganzen Riickenhaut mit Todesfolge fiihrten, wie sie auch 
von Guidi (3) bei subcutaner Injektion von Neodymchlorid beobachtet 
wurden. Vergleichsweise gespritztes Calciumacetat tétete die Tiere in 
wenigen Stunden, wihrend eine der Neodymacetatlésung isotonische 
NaCl-Lésung gut vertragen wurde. Da die subecutanen Injektionen an der 
Maus keine weiteren Aufschliisse bieten konnten, wurden zu weiteren Ver- 
suchen Kaninchen verwendet. 

Beim Kaninchen hat man die Méglichkeit, in die Ohrvenen zu 
injizieren und aus ihnen zur Kontrolle der Gerinnungszeit Blut zu 
entnehmen. Steigende Mengen steigender Konzentration wurden 
injiziert, und zwar zunachst eine mit physiologischer Kochsalzlésung 
isotonische Neodymacetatlésung. Es wurden Mengen, die etwa das 
5fache der in vitro zur Aufhebung der Gerinnung nétigen betrugen, 
injiziert. 30 Minuten nach der Injektion entnommenes Blut und dessen 
recalcifiziertes Oxalatplasma blieben vollkommen fliissig. Die mehrfach 
mit solchen Mengen behandelten Tiere wiesen 6 Wochen nach der letzten 
Injektion keinerlei Anhaltspunkte fiir eine Anderung ihres Wohl- 
befindens auf. Gelegentlich fiel wihrend der Injektion und diese um 
einige Minuten iiberdauernd eine Tachypnoe auf, die zum Teil psychisch 
bedingt sein diirfte. Zuweilen, jedoch nicht regelmaBig, wurde eine 
leichte Temperaturerhéhung nach der Injektion bei rectaler Messung 
festgestellt. 

Ein Kaninchen, dem 16 Tage lang taglich eine die Gerinnung auf- 
hebende Dosis Neodym injiziert wurde, zeigte auBerlich keine krankhaften 
Symptome. 

Ein mit groBen Dosen behandeltes Tier, das starb, wies bei der Autopsie 
ein groBes intradurales Himatom auf, das einen groBen Teil des GroBhirns, 
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das Kleinhirn und die Halfte des Riickenmarkes umgab und ohne Zwei; 
die 'Todesursache darstellte. AuBerdem fanden sich flachenhafte Blutung 
in der Muskulatur der Extremitéten. Dieser Befund deutet auf Schadigune: 
der GefaBe durch groBe Mengen Neodym hin, wobei man anrehmen kan: 
dah bei ungerinnbarem Blute kleinste mechanische Traumen Anlal 
Blutungen geben kénnen. 

Thrombosen der Ohrvenen, sowohl an den Injektions- wie Punktions. 
stellen und die dadurch bedingte Unméglichkeit haufigerer Blutentnahmen, 
machten jedoch ein niheres Eindringen in die Wirkungsdauer des Neodym 
unmdglich. 

Immerhin geht aus den Versuchen hervor, daB mit Neodym in 
lebenden Organismus eine véllige Aufhebung der Gerinnung des Blutes 
zu erreichen ist, und daB Mengen, welche diese Wirkung haben, beim 
Kaninchen ohne auBerlich erkennbaren schadlichen EinfluB bleiben, 

Dieses Ergebnis ermutigte zu weiteren Versuchen mit gréBeren 
Tieren, um die Wirkungsdauer des Neodyms genauer untersuchen zu 
kénnen. Die Ziege, mit ihrer fiir Injektion und Punktion giinstig ge. 
legenen Vena jugularis und einer etwa 2 Liter betragenden Blutmenge. 
erschien dazu besonders geeignet.* Zunachst wurde eine Neodymmenge 
injiziert, die 20%, unter der Neodymmenge lag, welche vom Kaninchen 
gut vertragen wurde und bei diesem die Gerinnung des Blutes in vivo 
vollkommen aufhob. Es zeigte sich wihrend und nach der Injektion, 
daB sowohl die Menge als auch die Konzentration der Neodymlésung 


zu hoch war, so daB ein bedrohlicher, allerdings voriibergehender, 
dyspnoischer Zustand eintrat (vgl. experimentellen Teil). Frischblut 
und Oxalatplasma, welches 30 Minuten und 6 Stunden nach der In- 
jektion entnommen wurde, gerannen nicht. 


Die nachste Injektion einer entsprechend verminderten Menge 
und schwicheren Konzentration wurde ohne Begleiterscheinungen 
vertragen, es trat keine Dyspnoe oder Tachypnoe auf. Das entnommene 
Frischblut blieb ebenfalls fliissig, wihrend das Oxalatplasma mit Calcium 
gerann, eine Erscheinung, die oben (S. 274 u. 282) schon erwahnt und 
gedeutet wurde. 

Ein dritter Versuch sollte durch systematische Untersuchung der 
Gerinnungszeit von in zeitlich geringen Abstinden entnommenem 
Blut Aufschliisse iiber die Wirkungsdauer des Neodyms geben. Eine 
gréBere Menge Neodym wurde ohne Zwischenfalle injiziert und stiindlich 
die Gerinnungszeit kontrolliert. 8 Stunden nach der Injektion war 
das Blut ungerinnbar, wahrend beim Oxalatplasma wieder eine Halb- 
gerinnung auftrat. 

Es wird die Aufgabe weiterer Untersuchungen sein, festzustellen, 
bei welchen Mengen die toxische Wirkung des Neodyms beginnt. Mit 
unschadlichen Mengen Neodym vorbehandelte Tiere sollten bei dem 
Versuch kiinstlich Thrombosen zu setzen, z. B. durch Atzung von Venen- 
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wandungen, keine Thrombosierung der Gefibe zeigen. Die Ermittlung 
der kleinsten Neodymmenge — also die geringfiigigste Verlingerung 
der Gerinnungszeit — die gerade zur Thromboseverhinderung ausreicht, 
wird deshalb von Wichtigkeit sein, weil véllige Aufhebung der Gerinnungs- 
fahigkeit groBe Blutungsbereitschaft mit sich bringt. Sollte sich die 
therapeutische Anwendungsmoéglichkeit ergeben, so wire eine Méglich- 
keit gefunden, wirksame Thromboseprophylaxe zu betreiben. 


Experimenteller Teil. 
Herstellung des Oxalatplasmas. 

9 Teile Blut werden mit 1 Teil 2°,igem Ammoniumoxalat vermischt 
(im folgenden wird unter Oxelat immer Ammonoxalat verstanden), ent- 
weder durch Einlaufenlassen des Blutes aus dem GefaiB mittels einer Kaniile 
in das Oxalat unter leichtem Schiitteln oder durch Aufziehen des Blutes in 
eine Oxalat enthaltende Spritze. Sodann wird das Oxalatblut etwa 10 Mi- 
nuten bei 3000 Umdrehungen zentrifugiert und das iiber den Formelementen 
stehende Oxalatplasma abgegossen. Das so erhaltene Oxalatplasma wird 
sofort in den Eisschrank gebracht, um seine Bestandigkeit zu erhdhen. 
Bei der Aufbewahrung des Oxalatplasmas treten Veranderungen an ihm 
auf, Triibungen, Ausflockungen und eine zunehmende Verlangerung der 
Gerinnungszeit, die desto friiher einsetzen, je héher die Aufbewahrungs- 
temperatur ist. 


Tabelle Il. Verlangerung der Gerinnungszeit beim Altern des 
Oxalatplasmas und bei verschiedener Aufbewahrungstempe- 
ratur. 





Oxalat- | Aufbewabrungs- | Alter des Oxalatplasmas (OP.) in Tagen 
plasma temperatur A ee we Epi BON) Tema 
oC | 1 2 3 5 7 | 14 


2 8’00"| 3°00"; 3'15”; 3'30”| 5'00"| 12’00” 
37 30 12 0 
30 300 315 4 30 


30 | Ct 3 30 


2 
37 
2 


Aus Tabelle II geht hervor: 

Bei 37°C aufbewahrtes Oxalatplasma weist beim Recalcifizieren 
schon nach 2 Tagen dieselbe Gerinnungszeit auf wie Oxalatplasma, das 
eine Woche bei 2° C aufbewahrt wurde. Die Verlangerung der Gerinnungs- 
zeit nimmt bei 37°C Aufbewahrungstemperatur viel rascher zu und ist 
bald unendlich, d.h. man erhalt bei Calcitumzugabe keine Gerinnung 
mehr. 


Bestimmung der Gerinnungszeit am unverdiinnten Oxalatplasma. 
Das im Thermostaten bei 37°C gehaltene Oxalatplasma wird optimal 
recalcifiziert, d. h. mit einer etwas iiber dem Aquivalent (2,46 mg Ca-lon) 
liegenden Menge, nimlich etwa 3,0 bis 3,5 mg Ca-Ion, in Form einer Caleium- 
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chloridlésung versetzt. Die angegebenen Werte beziehen sich auf 4 cc: 
Oxalatplasma. ZweckmaBigerweise bedient man sich kleiner Reagensgliis 
und nimmt zu einer Gerinnungszeitbestimmung 1 cem Oxalatplasma, da 
mit einer CaCl,-Lésung versetzt wird, welche die notwendige Menge Ca 
etwa 0,3 cem enthalt. Da erst ein groBer UberschuB von Ca die Gerinnun 
verzogert, kommt es nur darauf an, das Aquivalent geniigend zu iibe: 
schreiten. 

Der Augenblick der Reealcifizierung wird festgehalten und nun etwa 
alle 15 Sekunden durch Neigen des Reagensglases kontrolliert, in welchen 
Zustande sich der Inhalt befindet. Eine halbe Minute vor der vdlligen 
Gerinnung nimmt die Viskositat zu. Dann gerinnt das Plasma derart, da\i 
auch beim Umkehren des Reagensglases der Inhalt seine Form nicht meh: 
aindert. Dieser Zeitpunkt wird ermittelt und die zwischen Recalcifizieren 
und vélligem Festwerden des Plasmas verstrichene Zeit als Gerinnungszeit 
bezeichnet. Das Festwerden des recalcifizierten Oxalatplasmas ist seh: 
deutlich zu beobachten. -Bei Zimmertemperatur ergeben sich etwa 2'/,ma 
langere Zeiten (s. Tabelle ITI). 


Tabelle III. Vergleich der Gerinnungszeiten von recalcifizierten 
Oxalatplasma im Thermostaten und bei Zimmertemperatu: 





at . 
Gerinnungszeit bei 879°C . . . .) 1'40" = 1'40" | 1’30" 
i Ine Om | Ba 4 00 3 50 


Am gealterten oder gehemmten Oxalatplasma geht die Gerinnuny 
iiber ein Stadium der Halbgerinnung vor sich, nach welchem villiges 
Festwerden oft nicht mehr beobachtet wird. Man hat dann nicht die 
Moglichkeit einer exakten Gerinnungszeitbestimmung, jedoch beweist 
die unvollkommene Gerinnung, daB die Gerinnungsfahigkeit des System: 
nicht véllig aufgehoben ist. 

Reihenuntersuchungen von iiber 50 Gerinnungszeitbestimmungen 
am gleichen Oxalatplasma ergaben Abweichyngen vom Mittelwert 
von ,maximal —- 45 Sekunden. Dabei war es ohne EinfluB auf diese 


Schwankungen, ob der Mittelwert 2'/, oder 5 Minuten betrug. Da 
der auftretende Fehler sehr konstant ist, muB er durch die Ungenauig 
keiten bei der Beobachtung bedingt sein. 


Bestimmung der Gerinnungszeit von verdinntem Oxalatplasma. 
Mit gréBerer Genauigkeit laBt sich die Gerinnung des Oxalat 
plasmas nach Verdiinnung mit vier Teilen destilliertem Wasser beob- 
achten. 


Das mit H,O verdiinnte Oxalatplasma ist leicht triibe im Gegensatz 71 
dem mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinnten. Recalcifiziert man 
das mit Aqua dest. verdiinnte Oxalatplasma, so nimmt die Triibung stark 
zu. Nach einiger Zeit tritt bei beginnender Gerinnung beim Schiitteln ein 
Entmischung der Triibung in feine Fléckchen und Gerinnsel auf, die nahezii 
plétzlich einsetzt und als erster gut sichtbarer Ausdruck fiir die beginnende 
Gerinnung einen exakten Anhaltspunkt bietet. SchlieBlich bildet sich dann 
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in zusammenhingendes Koagulum, endlich erstarrt das Ganze, wenn auch 
iicht so fest wie das unverdiinnte Oxalatplasma. Das Schiitteln ist zum 
\uftreten der Erscheinung nétig, sonst zeigt sich keine Entmischung. Es 
verinnt dann das Ganze zu einem triiben Koagulum. Die Haufigkeit des 
Schiittelns zum Zwecke der Betrachtung ist ohne EinfluB auf die so vom 
Reealeifizieren bis zur Entmischung gemessene Gerinnungszeit. Wesentlich 
ist nur, daB das Oxalatplasma beim Beginn der Gerinnung in Bewegung ist. 

Der bei dieser Methode auftretende Fehler betragt etwa 20 Se- 
kunden und ist ebenso konstant wie bei der Gerinnungszeit bestimmung 
am unverdiinnten Oxalatplasma. Infolge der durch die Verdiinnung 
bedingten Materialerspartnis ist es méglich, den Versuch mehrmals zu 
wiederholen und zu einem guten Mittelwert zu gelangen, auch wenn 
wenig unverdiinntes Oxalatplasma zur Verfiigung steht. Man bestimmt 
die Gerinnungszeit am besten an 2ccm verdiinntem Oxalatplasma 
in kleinen Reagensglisern. Beim Recalcifizieren benétigt man etwas 
mehr Calcium als der angewandten Menge unverdiinnten Plasmas 
entspricht. Ein Zusatz von 0,7 mg Ca-Ion, zugegeben in Form einer 
1 %igen Calciumchloridlésung, hat sich als optimal erwiesen. Vorteile 
der letztgenannten Methode gegeniiber der ersteren sind gréBere Ge- 
nauigkeit und geringerer Materialverbrauch. 


Vergleich der Gerinnungszeit von Frischblut, recalcifiziertem unverdiinntem 
und verdiinntem Oxalatplasma. 


An der Ziege wurden laufende Untersuchungen angestellt, teils um 
die verschiedenen Methoden der Gerinnungszeitbestimmung zu_ver- 
gleichen, teils um der Frage nachzugehen, ob die Gerinnungszeit an 
verschiedenen Tagen beim gleichen Tier schwankt und ob diese 
Unterschiede bei allen Methoden in gleicher Weise zum Ausdruck 
kommen. 

Am Frischblut wurde die Gerinnungszeit ebenfalls in primitiver 
Weise durch Neigen und Umkehren des Reagensglases festgestellt. Fiir 
einen Vergleich der Gerinnungszeiten von Frischblut und Oxalat- 
plasma ist jedoch eine iubereinstimmende Bestimmungsmethodik 
Voraussetzung. Zum Vergleich wurde ebenfalls einige Male analog der 
Biirkerschen Methode durch Riithren im hohlgeschliffenen Objekttrager 
mit einem feinen Glasstibchen bis zum Auftreten des ersten Fibrin- 
fadens die Gerinnungszeit bestimmt. Sodann wurde Frischblut, das 
aus der Vene in eine paraffinierte Spritze aufgezogen wurde, ins Reagens- 
glas ausgespritzt und beobachtet. 

In Tabelle IV sind zehn Versuchsreihen wiedergegeben. Aus diesen 
Versuchen geht hervor: 


1. Die Beibehaltung der Kérpertemperatur wirkt gerinnungs- 
beschleunigend (vgl. Spalte 1 und 3 mit Spalte 2 und 4). 
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2. Die Differenz von Spalte 1 und 3 ist g’6Ber als diejenige vo: 
Spalte 2 und 4, was durch die in der Spritze erfolgte Abkiihlung beding: 
sein durfte. 

3. Die Differenz von Spalte 2 und 3 ist gering, da sich das Blut 
nur langsam von 37° wihrend der Gerinnungszeitbestimmung auf 21" 
Zimmertemperatur abkiihlt. 

Tabelle IV. Vergleich der Gerinnungszeiten von Frischblut (FB.), 


recalcifiziertem unverdiinntem (unv.) und verdiinntem (verd.) 
Oxalatplasma (OP.). 





a Gerinnungszeit bei 37° Ver- 
— CPt k 2 Re wal Ses ———  hiltnis 
Blut- | FB. aus| FB. FB. aus FB. OP. neo 
entuahme. Spritze eing. Spritze eing. uny. verd. Methode 





1 2 3 4 5 j 7 


9'00" | 8'20” "00" 
8 40 

00 
10 00 10 00 
9 40 


13 25 
20 


3 40 
40 
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11 40 20 
30 


14 00 3 30 
30 
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Spalte 1: FB. aus Spritze bedeutet Gerinnungszeit des in eine paraffi- 
nierte Spritze aufgezogenen Frischblutes, das sofort in ein Reagensgla~ 
ausgespritzt wurde. 

FB. eing. bedeutet Gerinnungszeit des aus der in einer Vene befind 
lichen Kaniile ins Reagensglas gelaufenen Frischblutes. Spalte 8 gibt da~ 
Verhaltnis der mittleren Gerinnungszeiten von Frischblut (Spalte 4) und 
Oxalatplasma verdiinnt (Spalte 6) an. 
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4. Das Aufziehen des Frischblutes und nachfolgende Ausspritzen 
ist ohne deutliche Einwirkung auf die Gerinnungszeit. Eine Verkiirzung 
der Gerinnungszeit, die man auf Grund der mechanischen Einwirkungen 
erwarten kénnte, wird nicht beobachtet (vgl. Spalte 3 und 4). 

5. Die Frischblutmethode ist recht ungenau (vgl. Spalte 4, doppelte 

sestimmungen am gleichen Blut). Schliisse sind aus den Schwankungen 
der Gerinnungszeit des Frischblutes an den verschiedenen Tagen nicht 
mit Sicherheit zu ziehen. 

6. Die Oxalatplasmamethoden ergeben nahe_beieinanderliegende 
Werte, wobei die Gerinnungszeitbestimmung am verdiinnten Oxalat- 
plasma am genauesten arbeitet (Spalte 5 und 6). 

7. Am recalcifizierten Oxalatplasma sind deutliche Schwankungen 
der Gerinnungszeit an verschiedenen Tagen festzustellen (Spalte 6). 

8. Ein Vergleich der am Frischblut und Oxalatplasma erhaltenen 
Werte gibt kein konstantes Verhaltnis, jedoch sind Andeutungen fiir 
Parallelitét vorhanden. Oxalatplasma gerinnt etwa 2!'/,mal so rasch 
wie Frischblut (Spalte 8). 


Tabelle V. Hemmung der Gerinnung des Ziegenfrischblutes und 
des recalcifizierten Ziegenoxalatplasmas durch Neodym in 
vitro. 





Gz. des 
recalcifizierten 
OP. 
ohne Zusatz 


Nd-Ion 2 a = — 
in mgicem Gz. des FB. Gz. des FB. 


FB. oder OP mit Nd ohne Zusatz 


Gz. des 
recalcifizierten 
OP. mit Nd 


0,035 24’ 00" 11’ 00” 
0,05 23 00 11 00 
0,054 39 00 12 00 
0,054 22 00 12 00 
0,6 * 12 45 8 30 
0,96 30 00 11 30 
18 29 8 30 
28 00 7 30 
oc 14 00 
38 30 8 50 
60 00 12 00 
Halbg. 7 30 
oo 13 00 

to) 
14 30 10 00 
ro) 30 > O€ 2 30 


( 

9 00 
14 00 3 30 
12 00 3 30 
13 00 3 50 


Neodym als Neodymacetatlésung auBer bei den mit * bezeichneten 
Versuchen. Nr. 6: Nd als Neodymsulfat. Nr. 16 und 19: Nd als Neodym- 
chlorid. occ: bedeutet keine Gerinnung. Halbg.: Halbgerinnung. 
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Die in der Tabelle V wiedergegebenen Mengen bedeuten mg Neody) 
ion, die jeweils zu lcem Frischblut oder recalcifiziertem Oxalatplasma z 
gegeben wurden. Die Verdiinnungen der neodymhaltigen Lésungen wurcd 
so gewihlt, daB durchschnittlich die gewiinschte Menge Neodym in 0,5 cen 
Fliissigkeit enthalten war. Da bei Zusatz sehr verdiinnter Lésungen an 
Frischblut Hamolyse auftrat, wurden diese mit physiologischer Kochsaly 
losung hergestellt. 

Neodymchloridlésung, enthaltend 2 mg Nd-lon/cem hat eine Wasse 
stoffionenkonzentration von py 4,54, die ahnlich auch bei Neodymsulfat 
gemessen wird. Neodymacetatlésung, enthaitend 2 mg Nd-Ion/cem, zeigt 


dagegen py 6,40. 

Die zur Messung der Gerinnungszeit in der Tabelle verwendeten Sul) 
strate wurden folgendermaBen gewonnen: 

Frischblut wurde aus einer in der Vene befindlichen Kaniile in ein mit 
Neodymlésung beschicktes Reagensglas einlaufen gelassen. Ein weiteres 
leeres Reagensglas diente zur Aufnahme des als Kontrolle zu beobachtender 
Blutes. SchlieBlich wurde Blut in Oxalatlésung aufgezogen zur Herstellung 
von Oxalatplasma. Die in einer waagerechten Zeile befindlichen Werte 
sind also zusammengehorig. 

Tabelle V zeigt: 1. Sechwankungen im Neodymbedarf. 

2. Zur Aufhebung der Gerinnung sind beim Oxalatplasma gréBere 
Mengen Neodym nétig als beim Frischblut. Siehe Versuch 14, 17. 

Zu 2. Recalcifiziertes Oxalatplasma ohne Zusatz gerinnt an sich 
schneller als Frischblut ohne Zusatz (vgl. 8.274 u. 276). Diesen Effekt deu- 
ten wir als Enthemmung des im Fyischblut nicht vollaktiven Thrombins. 
Da die Menge des aktiven Thrombins von ausschlaggebender Bedeutung 
fiir die Geschwindigkeit des Gerinnungsablaufes ist, mu zur Hemmung 
der im Oxalatplasma vorhandenen gréBeren freien Thrombinmenye 
mehr Neodym notwendig sein als beim Frischblut. 

3. Die hemmende Wirkung des Neodymsulfats und des Neodym- 
chlorids ist nicht so groB wie die des Neodymacetats. 


Tabelle VI. Vergleich der Einwirkung von Neodymacetat auf 
recalcifiziertes Oxalatplasma bei Zusatz vor und nach de1 
Recalecifizierung. 








Gerinnungszeit Gerinnungszeit 
Nd-Ion in Neodym zugesetzt Nd-lon in Neodym zugesetzt 
mg/2 ccm sidtidpiatantaitiail tated eadanl ts aiaiiaied og Ee lees fa sit 
OP. vor nach OP. vor nach 
Reealcifizierung Recalcifizierung Recalcifizierung Reealcifizierung 
0.1 3’ 00" 8’ 00" 0.5 fore) oc 
0,2 5 30 6 00 0,5 for fore) 
0,25 5 30 6 10 0,6 0° oc 
0,4 8 30 9 00 





Gerinnungszeit des verwendeten Oxalatplasmas ohne Zusatz: 3’ 00 


Zu Tabelle VI: Es ist bemerkenswert, daB vor dem Recalcifizieren 
zugesetztes Neodym in gleicher Weise hemmt wie das nach dem Recalcifi- 








Zier 
Oxa 
oxal 


wie 


oder 
wirk 
Sub: 
bewi 
grok 
Das 

Kine 
susp 
wer 
orb R 
beokt 


Thre 
lich 
gealt 
bese 
der 


kort 
die | 


extr 
hin 
den 
Try] 
aufh 
wir 
Zusé 
Bi 


ody) 
na z 


rurden 


Ce 


en an 


hsaly 


@asser- 


sulfat 
zeivt 


. Sub- 


m mit 
iteres 
ender 
allung 


Werte 


OBere 


| sich 
 deu- 
bins. 
itung 
nung 


lenye 


dym- 


aut 


dei 


jerung 


OO. 


ere) 


leifi- 

















Uber die Gerinnung des Blutes. II. 283 


zieren zugesetzte. Es scheint sich demnach trotz_ iiberschiissigen 
Oxalates bei Zusatz des Neodyms vor dem Recalcifizieren kein Neodym- 
oxalat zu bilden. Vergleichsweise zugesetztes Neodymoxalat bewirkte, 
wie Tabelle VII zeigt, keine Verénderung der Gerinnungszeit. 


Tabelle VII. 





Nd-Oxalat Gerinnungszeit des Oxalatplasmas 
mg vor Recalcifizierung nach Reealcitizierung 
4 3/00" 3'00" 
4 3 10 3 10 


Einwirkung verschiedener Stoffe auf die Gerinnung des Ziegenblutes in 
vitro und des recalcifizierten Oxalatplasmas. 

Aus Tabelle VIII geht hervor: Aqua dest. und in diesem geléste 
oder suspendierte Stoffe wie Edestin, Tierkohle oder Thrombokinase 
wirken beschleunigend auf die Gerinnung des Frischblutes. Dieselben 
Substanzen in physiologischer Kochsalzlésung gelést oder suspendiert 
bewirken keine Beschleunigung der Gerinnung des Frischblutes, die 
gréBer ist als die durch physiologische NaCl-Lésung allein bewirkte. 
Das Lésungsmittel ist demnach von ausschlaggebender Bedeutung. 
Kine gerinnungsbeschleunigende Wirkung von in H,O gelésten oder 
suspendierten Stoffen auf Frischblut darf also nicht diesen zugeschrieben 
werden, es sei denn, daB ihre gerinnungsbeschleunigende Wirkung 
gréBer ist als die von H,O allein, wie sie z. B. bei Thrombinzusatz 
beobachtet wird. 

Auf das Oxalatplasma wirken weder Wasser noch Edestin, dagegen 
Thrombokinase oder Kohle deutlich gerinnungsbeschleunigend. Ledig- 
lich Thrombin zeigt hier eine starke Gerinnungsbeschleunigung. Am 
gealterten recalcifizierten Oxalatplasma ist jedoch eine gerinnungs- 
beschleunigende Wirkung z. B. von Edestin zu beobachten, ein Effekt, 
der als Bindung von wahrend des Alterns entstandenen Hemmungs- 
kérpern gedeutet wird. 

Physiologische Kochsalzlésung wirkt schwach beschleunigend auf 
die Gerinnung des Frischblutes. 

Glycerin hemmt die Gerinnung des Oxalatplasmas. Glycerin- 
extrakte aus Pankreasdriise sind demnach auf ihre tryptische Wirkung 
hin nicht zu beurteilen. Das Studium der Einwirkung von Trypsin auf 
den Ablauf der Gerinnung gelingt jedoch, wenn man wassergeléste 
Trypsintrockenpraparate verwendet. Die hierbei auftretende gerinnungs- 
aufhebende Wirkung gegeniiber Frischblut und Oxalatplasma deuten 
wir als tryptischen Abbau des Fibrinogens, denn es laBt sich durch 
Zusatz von Thrombin zu trypsingehemmtem Frischblut oder Oxalat- 
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Tabelle VILL Einwirkung verschiedener Stoffe auf die G; 
rinnung des Ziegenblutes in vitro und des reealcifiziert: 
Oxalatplasmas. 





Zusatz gelistinleem H.O oder Gz. des FB. Gz. des FB. Gz. des OP. Gz. des | 
in leem physiol. NaCl-Lisung | mit Zusatz ohne Zusatz mit Zasatz ohne Zusa 


Nr. 
30" 
40 
30 
35 
40 
40 


40 
40 


3/50" 8’ 00" "30" 
leem Aqua dest... . 3 Bh 00 40 


ae ore 6 05 00 25 
Physiol. NaCl-Lésung . > 50) 00 30) 


. Fs 52 Ff 
0,5cem Glycerin. . . a 0 ‘ = 


10 mg Tierkohle (H, 0) . , “4 rs 35 
10°; - (NaCl) 10 > 80 40 


1 30 
I 
1 
3 35 00 1 30 
1 
4 


10mg Edestin (H,0) . | 00 00 20) 
> 80 > 50 35 


“IIe —_— ee — pt — — 


10 (NaCl) . + 7 oO : ® t0 


0,35 TE. Trypsin P (Hy 0) 3 00 3 00 


we 


ce ; 00 
” ” < 9 00 
Ps, 3’ 80' 6 30 
ie 6 30 
ae 630 on. 30 


0,1 mg Heparin (H,0) - ~ 


” 


19  ., Thrombokinase . 2’ 30" 6 30 "35" 40 
un » iO) 3 20 8 00 40 
ao » (NaCl) 5 00 6 00 é 1 85 
2  , Thrombin (H,0) 2 15 13 00 | 3800 


Die Zusitze in Tabelle VIII erfolgten zu jeweils | cem Frischblut (FB. 
oder Oxalatplasma (OP.). Die Gerinnungszeiten (Gz.) sind in Minuten und 
Sekunden angegeben. Bei Versuch 5 * wurde gealtertes Oxalatplasma ve1 
wendet. In Versuch 6 bedeutet v. vor dem Reealcifizieren, n. nach dem 
Recalcifizieren erfolgter Zusatz. 

Zu Tabelle VIII. Die in der Tabelle aufgefiihrten Zusatze wurden ent 
weder in Aqua dest. oder physiologischer Kochsalzlésung (K.) gelést ode: 
suspendiert. Das Thrombin wurde nach der Vorsehrift von Dyckerhoff und 
Kirten (1. c.) hergestellt. Die Thrombokinase wurde gewonnen durch 
Fallung eines KaninchenmuskelpreBsaftes mit Aceton und Trocknung mit 
Aceton-Ather an der Zentrifuge. Trypsin P ist ein entfettetes Pankreas- 
praparat, Trypsin P3 ein aus Pankreasglycerinextrakt durch Fallung mit 
Aceton und Trocknung mit Aceton-Ather gewonnenes Praparat. 


plasma keine Gerinnung mehr erzielen. Setzt man dem Frischblut 
wenig wassergeléstes Trypsin zu, so findet man eine Gerinnungs- 
beschleunigung, die sich aus der oben beschriebenen gerinnungsbeschleu- 
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nigenden Wirkung des Wassers erklart. Erst bei Zusatz gréBerer 
[rypsinmengen iiberwiegt die Reaktionsgeschwindigkeit der tryptischen 
Fibrinogenhydrolyse die Reaktionsgeschwindigkeit der Blutgerinnung, 
was seinen Ausdruck in einer irreversiblen Hemmung des Gerinnungs- 
prozesses findet. Daf die hemmende Wirkung des Trypsins auf die 
Blutgerinnung ihren Grund in einer tryptischen Hydrolyse des Fibri- 
nogens hat, geht auch aus der Tatsache hervor, dab die Hemmungs- 
wirkung des Trypsins nicht nur von der Zahl der zugesetzten Trypsin- 
einheiten, sondern auch von der Einwirkungsdauer abhingt. Man 
beobachtet, daB eine Trypsinmenge, die 5 Minuten vor dem Recalcifi- 
zieren auf das Oxalatplasma wirken konnte, die Gerinnung vollig auf- 
hebt, wahrend die gleiche Menge, im Augenblick des Recalcifizierens 
zugesetzt, nur ein Verzégerung der Gerinnung hervorruft. 


Einwirkung von Thrombin auf Frischblut oder recalcifiziertes Oxalatplasma, 
das durch verschiedene Zusdtze ungerinnbar gemacht ist. 

Setzt man zu Frischblut oder zu recalcifiziertem Oxalatplasma, 
das mit Neodym, Heparin oder Trypsin ungerinnbar gemacht wurde, 
nachtraglich Thrombin zu, so erreicht man in keinem Falle eine Wieder- 
herstellung der Gerinnungsfahigkeit (Tabelle 1X). 


Tabelle IX. 





' i Gz. nach weiterem 
Recalcitiziertes OP. und FB. gehemmt Gz. Zusatz von Thrombin 
durch Zusatz von in Min. fac a 


2mg 6mg 
com FB. + 0,3 mg Nd-lon 
+ 0,1 Heparin 


” 


OP. + 0,3 Nd-lon 
» +0,1 , Heparin. . 
oo OT pe. oc er Ss 
OP. = Oxalatplasma, FB. = Frischblut, Trypsin E. = Trypsin-Ein- 
heiten, Gz. = Gerinnungszeit. 


le 

1 ; . 
rE Ob Trypsin EK. . 
1 

1 

1 


888888 


Vergleich der Gerinnungszeiten von sofort und spdter recalcifiziertem 
Ozalatblut und Oxalatplasma. 

Zieht man mittels Venenpunktion Blut in Oxalatlésung auf und 
recalcifiziert sofort, indem man das Oxalatblut in ein mit der optimalen 
Calciummenge beschicktes Reagensglas ausspritzt, so erhalt man eine 
Gerinnungszeit, die mit derjenigen verglichen werden kann, die man 
nach dem Zentrifugieren und Recalcifizieren am Oxalatplasma erhalt. 
So bekommt man dariiber Aufschlu8, ob die Einwirkung der Oxalat- 
lésung auf das Gerinnungssystem, die wir als Enthemmung auffassen, 
eine augenblickliche ist, oder ob sie lingere Zeit benétigt. Tabelle X 


19* 
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beweist, daB die Wirkung der Oxalatlésung auf das Gerinnungssystem 
eine augenblickliche ist, da die baldméglichst, nimlich etwa 5 Sekunden 
nach Vermischung des Blutes mit der Oxalatlésung vorgenommen 
Xecalcifizierung dieselben Gerinnungszeiten ergibt, wie die nach 
mehreren Stunden am Oxalatplasma vorgenommene Recalcifizierung 


Tabelle X. 





Zeitpunkt der Recalcitizierung Gz. zweier Versuchsreihen 


Oxalatblut nach 5 Sek. recalcifiziert . baton Pent 2' 30" 2' 30” 
Oxalatplasma nach 30 Min. recaleifiziert. . . . . 2 30 2 30 
Oxalatplasma nach 6 Std. recalcifiziert 2 39 2 30 


Gz. Gerinnungszeit in Minuten und Sekunden. 
Tierversuche. 


Weibe Zuchtmiause; subcutane Injektion unter die Riickenhaut. Maus 
Nr. 1 erhalt 0,4 cem Neodymacetatlésung,-* = 0,2 cem. 





Injizierte Insgesamt er- ~ , 
Datum Menge in mg haltene Menge Verhalten des Tieres 
Nd-Ion in mg Nd-lon 


1 o. B. 


24, IT. 


1 
25. III. 1 2 o. B. 
1 


26. LI. 8 o. B. 

Pa 1 4 o. B. 

AS 10 14 unruhig 
3, IV. 10 * 24 sehr unruhig 
£. 3%. -  exitus 


Ergebnis der Sektion: Nekrosen des Unterhautzellgewebes im Bereicl, 
der Injektionen. Innere Organe o. B. 


Maus Nr. 2 erhalt einmalig 20 mg Nd-Ion in 0,4 com H,O. Am nachsten 
Tage ist das Tier trage, in der folgenden Zeit unterscheidet sich sein Ver- 
halten jedoch nicht von dem der Kontrolltiere. Die Umgebung der Injek 
tionsstelle fiihlt sich hart und verbacken an, die Haut ist nicht abzuheben. 
Nach 14 Tagen beginnt sich dieser etwa markstiickgroBe Hautbezirk zu 
demarkieren und in der Mitte abzuheben. Das Befinden des Tieres scheint 
durch diese Vorgainge nach 3 Wochen unbeeintrachtigt. Nach 4 Wochen 
exitus. Die Sektion ergibt auBer den demarkierenden und regenerierenden 
Prozessen auf dem Riicken keine makroskopischen Besonderheiten. 

Maus Nr. 3 erhalt Neodymacetat. 





jiizie D 
Mente ye® Insgesamt “ Aan 
Datum Wdlilan erhalten in mg Verhalten des Tieres 


in 0,2cem H, 0 Nd-fon 


20 20 o. B. 

20 40 o. B. 

20 60 o. B. 

20 80 dreht sich fortgesetzt nach links herum 
exitus 
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Sektion ergibt: Ausgedehnte Nekrosen im Bereiche der Injektionen in 
der Unterhaut des Riickens. 


Maus Nr. 4 erhalt Neodymacetat, zwei Injektionen von je 20 mg Nd-Ton 
wie Maus Nr. 3. Schon einige Stunden nach der ersten Injektion war eine 
Rétung des rechten Ohres aufgefallen. Die R6tung nahm zu, das Ohr wurde 
blaurot, schlieBlich schwarz an den Randern, auBerdem verklebte das rechte 
Auge, weshalb das Tier in Narkose getétet wird. 


Die Sektion ergab denselben Befund, den schon die vorhergehenden 
zeigten. Nekrosen in der Unterhaut um die Injektionsstellen bis zum rechten 
Ohr und Auge reichend. Maus Nr. 5 erhalt 0,4 cem gesattigte Calcium- 
acetatlésung subeutan. Exitus nach 1'/, Stunden. 

Maus Nr. 6 erhalt 0,2 cem gesattigte Calciumacetatlésung subcutan. 
Exitus nach 5 Stunden. 

Maus Nr. 7 erhalt 0,3ccm einer 7,2°% igen NaCl-Lésung, d.h. einer 
NaCl-Lésung, die. der in den oben beschriebenen Versuchen verwendeten 
Neodymacetatlésung isotonisch ist. Es bildet sich keine Verhartung der 
Injektionsstelle und nach 14 Tagen Beobachtung hat sich in dem Ver- 
halten des Tieres keine Besonderheit gezeigt. 

Aus den Versuchen an den Miausen geht hervor: Die subcutanen 
Injektionen einer stark konzentrierten Neodymacetatlésung fiihren zu 
ausgedehnten Nekrosen, die zur Todesursache werden. Die Gewebs- 
zerst6rungen stehen so im Vordergrund, dai andere Wirkungen nicht 
beobachtet werden kénnen. Subcutane Injektionen von stark kon- 
zentrierter Calciumacetlésung téten das Tier innerhalb weniger Stunden. 
7,2 % ige NaCl-Lésung subcutan injiziert wird gut vertragen. 


Versuche an Kaninchen. 


Beim Kaninchen wird in die Ohrvenen injiziert und aus diesen auch 
Blut zur Bestimmung der Gerinnungszeit entnommen. An den Stellen der 
Injektion und Punktion bildet sich meist ein Thrombus und kleines Infiltrat, 
so daB mehrere Injektionen an ein und derselben Stelle nicht méglich sind. 
Die Temperatur wird jeweils unmittelbar vor und 15 Minuten nach der 
Injektion rectal gemessen. Verwendet wird ausschlieBlich Neodymacetat. 
Die Gesamtblutmenge eines Tieres wurde mit !/,) seines Kérpergewichts 
angenommen [nach Ja/fé (5)].. Kaninchen Nr. | (weiB) 3200 g. Gesamtblut- 
menge: 160 cem. 





Injizierte 
Menge in mg | mg Nd-lon 
Nd-Ion in eem | pro cem Blut 
H, O 


Insgesamt 
erhalten in mg Bemerkungen 
Nd-Ion 


Datum 


24. 1V. || 40/3 0,23 40 Injizierte Lisung isotonisch mit 
physiologischer NaCl-Liésung. 


27. IV. 50/4 0,31 
29. IV. 95/15 0,15 Austropfendes Blut aus Injektions- 
stelle Gz.: 5’. 
2 110/2,5 0,7 é Nach 30’ Gz.: FB. co, OP. 2 
VII. Befinden o. B. 
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Die Abkiirzungen in dieser und den folgenden Tabellen bedeuten 
Gz. = Gerinnungszeit, Gz. nach 30 Min. bedeutet demnach die am 30 Min 
nach der Injektion entnommenen Blut bestimmte  Gerinnungszeit 
FB. = Frischblut. OP. = Oxalatplasma. 


Kaninchen Nr. 2 (braun) 3100 g. Gesamtblutmenge: 155 cem. 





Injizerte 
Menge mg Nd-Ion 
Datum mg Nd-lon pro ccm Bemerkungen 
in 2cem Blut 
H,0O 


‘mri 2 Gz. des unbehandelten Tieres: FB: 4', OP.: 2’, 
OP.+ 0,l1mg Nd. Gz. oo. 

4. V¥. 5 0,33 Gz. nach 30’ OP.: 2. 

14. VI. Befinden ohne Besonderheiten. 


Kaninchen Nr. 3 (schwarz) 3500 g. Gesamtblutmenge: 170 cem. 





Injizierte 
Menge mg Nd-Ion Insgesamt , 
Datum |mg Nd-lon pro cem erhalten Bemerkungen 
in 2eem Blut mg Nd-Ion 
H.O 


: ae. ¢ 100 0,59 100 Aus der Injektionsstelle tropfendes Blut Gz. 
(12h) oo. Nach 30’ Gz. OP.: x. 


Bs W, Gz. OP.: 3°30". 

(175) 

i. Ws Wiahrend der Injektion leichte Tachypnoe. 

3. YX: 

(10%) 

(12) ¢ Gz. Op.: 630". Nach 30’ Gz. Op.: 

18. -Y. } Wahrend Injektion Tachypnoe: 320 Atemziige 
pro Min., nofmal 140. 

14. VE. Betinden ohne Besonderheiten. 


Kaninchen Nr. 4 (schwarz-wei8) 2250 g. Gesamtblutmenge: 110 cem. 





Injizierte 
Menge mg Nd-Ion Insgesamt Bemerkungen 
Datum mgNd-Ion!| pro ecm erhalten (a. i. = ante injectionem) 


“HO. Blat mg Nd-Ion (p. i. = post injectionem) 


16. VI. 150/3 1.36 150 Bei Injektion Tachypnoe. Temperatur a. i.: 
37,69, p.i.: 38,69. 
16; Vi 100/2 0,91 950 a. i.: rechte hintere Extremitit gelihmt. 
(11) Temperatur a. i.: 37,09, p.i.: 37,79. 
(165) Beide hintere Extremititen gelihmt. Tempe- 
ratur 37,09. 
19. VI. Lihmung etwas besser. 
20. Vii. Lahmung links gebessert. 
26. VI. Rechts noch paretisch. 
1. VIL. Beide hintere Extremititen in Ordnung. 





Uber die Gerinnung des Blutes. II. 289 


Die Lahmung der hinteren Extremitaten diirfte Ausdruck einer Blutung 
m Zentralnervensystem gewesen sein, vgl. Sektionsbefund von Kaninchen 6. 


Kaninchen Nr. 5 (hellbraun) 2600 g. Gesamtblutmenge: 130 cem. 





Injizierte l 
Menge mg Nd-Ion Insgesamt | 
Datum mg Nd-lon pro cem erhalten Bemerkungen 
in 2cem Blut mg Nd-Ion 
H,O 


50 0,38 50 Nach 30' Gz. Op.: 2. 
50 0,38 100 Temperatur a. i.: 37.69, p.i.: 38,69. 
50 0,38 150 Temperatur a. i.: 37,79, p.i.: 37,89. 
50 0,38 200 Temperatur a. i.: 36,29. p.i.: 37,59. 
0,38 250 
0,38 300 
0,38 850 
0,38 400 
0,38 450 Befinden ohne Besonderheiten. 
0,38 500 
0,38 550 
1. VII. i 0,38 600 Verhalten ohne Besonderheiten. 
2. VIL. 0,38 650 
3. VII. 0,38 700 
4. VIT. 0,38 750 
5. VII. 0,38 800 Ohrvenen nicht mehr injizierbar. 
15. VIL. 0,38 Betinden ohne Besonderheiten. 


wo 


Kaninchen Nr. 6 (graubraun) 2800 g. Gesamtblutmenge: 140 cem. 





Injizierte 
Menge mg Nd-lon Insgesamt 
Datum mg Nd-Ion pro cem erhalten Bemerkungen 
in ecm Blut mg Nd-Ion 
H,0 


150/3 1,97 150 Temperatur a. i.: 38,79, p.i.: 38,79. 
100/2 0,72 250 Temperatur a. i.: 37,59, p.i.: 38,09. 
Wurde tot aufgefunden. 

Sektion: Der hintere Teil des GroBhirns, Kleinhirn, Medula oblongata 
und fast das ganze Riickenmark sind von einer groBen intraduralen Blutung 
umhiillt. In der Leber durch Parasiten hervorgerufene zahlreiche weiBe 
Knoten bis zu KleinhaselnuBgréBe. Im linken Oberschenkel findet sich 
unter der Faszie eine iiber fiinfmarkstiickgroBe flachenhafte Blutung. 


Aus den Versuchen an den Kaninchen geht hervor: 

Mit einer Dosis von etwa 0,5 mg Nd-Ion pro cem Kaninchenblut 
gelingt es, in vivo die Gerinnung des Blutes aufzuheben. Tagliche 
Injektionen dieser Menge 16 mal hintereinander an einem Tier ausgefiihrt 
bringen keine auBerlich erkennbare Veranderung seines Befindens. 


Wahrend der Injektion von Neodymacetat wird zuweilen eine 
Beschleunigung der Atmungsfrequenz beobachtet, was auf eine Wirkung 
des Neodyms auf das Atemzentrum hindeutet [vgl. auch Guidi (3)]. Nach 
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der Injektion wird in einigen Fallen eine Erhéhung der rectalen Ten: 
peratur festgestellt. 

GroBe Dosen (etwa 1,0 mg Nd-Ion pro cem Kaninchenblut), meh: 
fach injiziert, scheinen eine Neigung zu Blutungen im Sinne eine: 
hamorrhagischen Diathese zu schaffen (siehe Kaninchen Nr. 6). 


Versuche an Ziegen. 


Bei den Ziegen wurde in die Vena jugularis der einen Seite Neodym 
acetat injiziert und auf der anderen Seite vor und nach der Injektion Blut 
entnommen, um die Gerinnungszeit zu bestimmen. Den Versuchen mit 
Neodym gingen eine ganze Reihe Leerversuche, d.h. Gerinnungszeit 
bestimmungen am unbehandelten Tier voraus, die z.T. in Tabelle IV, 
wiedergegeben sind. Danach betrug die mittlere Gerinnungszeit eines 
unbehandelten Tieres fiir Frischblut etwa 12 Minuten, fiir recalcifiziertes 
Oxalatplasma etwa 5 Minuten. 


Ziege Nr. 1, wei’, weiblich, 35 kg. Gesamtblutmenge etwa 2000 cem. 





: Injizierte ' | 
Ver- Menge mg Nd-Ion | Insgesamt || P 
such Datum | mg Nd-lon pro ecm erhalten | Bemerkungen 
in eem Blut mg Nd-lon || 


Nr. H,0 I 
7. V.j 900/9 0,45 9N0 Gz. siehe niichste Tabelle. 
14. V. 3860/18 0,18 1260 
5. VI.' 3800/15 013 300 Ziege Nr. 2, weiB, 43 kg, etwa 2500 cem 


Die Gerinnungszeiten, welche in verschiedenen zeitlichen Abstiénden 
nach den Injektionen bestimmt wurden, sind: in der folgenden Tabelle 
angegeben. 





bi Gerinnungszeit bestimmt am Frischblut (FB.) und Oxalatplasma (OP.) nach Std. 
suc 
Nr. 1 ‘ 7 3 4 5 . 6 7 8 24 


co = 18,30 


FB. 44.2 fe °° °° 
: x 2° halb 4,90 


OP. 
Pee 20 a 9,00 
rw... 61k 4,30 4,00 3.30 
ae co | co | 40,00 9,00 8,00 
Oe halb 35,0 7,00 5,00 4,30 


halb Halbgerinnung. Zu Versuch 1: Wiahrend der Injektion de: 
stark konzentrierten Neodymacetatlésung wird das Tier unruhig. Nach 
einigen cem setzt eine zunehmende Dyspnoe ein, die Unruhe wird 
immer gréBer, das Tier baumt sich auf und ist am Ende der Injektion 
nicht mehr zu halten. Nach Luft ringend beginnt es in die Knie zu sinken. 
Dieser Zustand ist jedoch nach einigen Minuten voriiber, die Dyspnoe 
nimmt ab, nach etwa 10 Minuten ist die Atmung wieder normal, doch 
hustet und nieBt das Tier noch einige Male. Aus der Injektionsstelle (es 
wurde eine 2 mm dicke Kaniile verwendet) blutet es mehrere Minuten nach. 
Das in ein Reagensglas aufgefangene austropfende Blut gerinnt nicht. 

Zu Versuch 2. Wahrend der Injektion verhalt sich das Tier ruhig und 
uch nach der Injektion fallen keinerlei Besonderheiten im Verhalten auf. 
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Die Untersuchung des Blutes nach einer halben Stunde zeigt, dai das 
‘risechblut ungerinnbar ist, wahrend das Oxalatplasma gerinnt. Diese Erschei- 
nung ist oben schon besprochen und gedeutet worden (S. 274, 276 u. 282). 
Die Deutung wird noch durch folgenden Versuch gestiitzt: Zu dem eben 
renannten Oxalatplasma von Versuch 2 wird nochmals vor dem Recalci- 
fizieren in vitro Neodym zugesetzt, und zwar 0,06 mg Nd-Ion, eine Menge. 
die in vitro niemals eine Aufhebung der Gerinnung bewirkte (vgl. Tabelle V). 
In diesem Falle aber geniigte sie, um das Oxalatplasma ungerinnbar zu 
machen, da es schon Neodym enthielt. Ein Beweis mehr, daB zur Auf- 
hebung der Gerinnung des Oxalatplasmas mehr Neodym nétig ist als beim 
Frischblut. 

Zu Versuch 3. Dieser Versuch wurde an einem anderen Tiere durch- 
gefiihrt. Das Wiedereinsetzen der Gerinnungsfaihigkeit des Frischblutes 
iiber ein Stadium der verzégerten Gerinnung kommt deutlich zum Ausdruck. 

Die véllige Wiederherstellung der Gerinnungsfahigkeit tritt am Oxalat- 
plasma viel friiher ein als am Frischblut, eine Erscheinung, die schon im 
Versuch 2 beobachtet wurde. 


Zusammenfassung. 

1. Die Gerinnungszeit des Frischblutes wird beeinfluBt durch ganz 
verschiedenartige Zusatze. Kine exakte Bestimmung der Blutgerinnungs- 
zeit ist daher nur auf dem Umwege iiber recalcifiziertes Oxalatplasma 
moéglich. 

2. Durch Neodyminjektion lat sich das Blut von Tieren in vivo 
fiir Stunden ungerinnbar machen. Der Kérper stellt die Gerinnungs- 


fihigkeit des Blutes langsam wieder her. 
3. In vitro ist die blutgerinnungshemmende Wirkung von Neodym 
und Heparin irreversibel. 


Fraulein Maria July danken wir fiir ihre wertvolle Mitarbeit. Der 
Deutschen For-chung:gemeinschaft danken wir fiir die zur Verfiigung 
gestellten Mittel, die diese Arbeit erméglichten. 
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Uber die Bildung von Histamin aus Histidin durch 
tierisches Gewebe. 
(Vorlaufige Mitteilung.) 
Von 
E. Werle. 
(Aus der chirurgischen Klinik der Medizinischen Akademie Diisseldortf.) 
(Eingegangen am 27. Oktober 1936.) 


Es unterliegt wohl kaum mehr einem Zweifel, daB das Histamin fiir die 
Physiologie des tierischen Organismus von Bedeutung ist. So ist es beteiligt 
an der Steuerung der Durchblutung des ruhenden und tatigen Gewebes, 
ferner wird es nach Verletzungen, nach Verbrennungen, sowie im ana- 
phylaktischen Schock aus den Geweben in Freiheit gesetzt (1). Die Herkunft 
des Histamins des Tierk6érpers ist aber bisher unbekannt geblieben!. Im 
Laboratorium Edilbachers gelang es nun vor kurzem W. Bloch und 
H. Pinésch (2) zu zeigen, daB der tierische Organismus Histidin in Histamin 
iiberzufiihren vermag. Wurde namlich bei Meerschweinchen Histidin- 
chlorhydrat (100 mg pro 100 g Kérpergewicht) injiziert, so stieg der Histamin- 
gehalt der Lunge auf etwa das Doppelte des Normalwertes, naimlich von 
15 bis 25 y auf 30 bis 45 y pro 1 g an. 

Somit ist es wahrscheinlich geworden, da das Histidin die Mutter- 
substanz des Histamins darstellt. Uber den Ort der Decarboxylierung haben 
Bloch und Pinésch keine Vermutung ‘ausgesprochen. 

Aus den Arbeiten von Schuler (3) (4), sowie Heinsen und Wolf (5) 
ergibt sich, daB die Niere normalerweise die Fahigkeit besitzt bzw. unter 
pathologischen Verhaltnissen erlangt, Tyrosin zu Tyramin zu decarboxy- 
lieren. Es lag daher nahe, auch fiir die Histidindecarboxylierung die Niere 
verantwortlich zu machen. Der Nachweis der vermutlich geringen Histamin- 
mengen, welche die Niere aus Histidin zu bilden vermag, st6Bt jedoch auf 
die Schwierigkeit, daB gerade die Niere befahigt ist, groBe Histaminmengen 
fermentativ rasch zu zerstéren. Nun haben Anrep, Barsowm und Talaat (6) 
unlangst mitgeteilt, da in der Kaninchenniere die Histaminase fehlt. 

Es erschien daher aussichtsvoll, zu priifen, ob die Kaninchenniere 
Histidin in Histamin iiberzufiihren vermag. Der Versuch schien auch 
deshalb besonders lohnend, weil das Kaninchen einen auBerordentlich 
hohen Bluthistamingehalt besitzt, namlich 9,6 bis 12 y pro ccm gegeniiber 
0,04 bis 0,07 y (7) beim Hund. Esgelang mir nun, nachzuweisen, daB beim 
Schiitteln von Kaninchennierenschnitten in Tyrodelésung bei Gegenwart 
von |-Histidinchlorhydrat eine Substanz entsteht, die sich pharmakologisch 
und chemisch wie Histamin verhalt. Die Bildung von Histamin scheint 
nach den bisherigen Versuchen besser in Stickstoff- und Luft- als in Sauer- 


! Es ist zwar wahrscheinlich, daB bei Faulnisprozessen durch die 
Bakterientatigkeit Histamin im Darm entsteht und resorbiert wird, es ist 
aber unwahrscheinlich, daB der Organismus auf diese Quelle fiir Histamin 
angewiesen ist. 
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toffatmosphire zu verlaufen, sie ist gr6Ber in schwach alkalischem als in 
neutralem oder saurem Medium. So wurden beispielsweise mit Hilfe 
von etwa 0,4 g Niere aus 133 mg |-Histidinchlorhydrat in 2,5 Stunden 
bei 37,5° und einem Gesamtvolumen von 5,5 cem 8,54 y Histamin, aus 
33,25 mg |-Histidinchlorhydrat 6,2 y erhalten. 

Das fiir die meisten Versuche verwendete Histidinpriparat (neutrali- 
siertes Larostidin der Firma Hoffmann-La Roche) verursacht am 
isolierten Meerschweinchendarm eine geringe histaminahnliche Wirkung. 
Das im oben angegebenen Versuch mit Nierenschnitten gebildete 
Histamin muBte daher aus folgenden drei Ansiétzen ermittelt werden: 

1. Larostidin + Niere + Tyrodelésung ergibt . . . . II y Histamin 
2. Tyrodelésung: + Niere’.: 0 se cee ei die are) OO Y ” 


3. ie rennet + Larostidin. .. . aie ia 


Entstandene Histaminmenge 11 — (0,46 + 2,0) = 8,54 y Histamin!. 
In gleicher Weise mit Leber-, Hirn- und Milzschnitten ausgefiihrte 
Versuche ergaben keine Histaminbildung. Aus den Milzschnitten ging 
aber eine verhaltnismabig grobe Menge Histamin in die Tyrodelésung 
iiber, z. B. aus 0,3 g Milz 7,3 y Histamin. Die mit Hilfe der Nieren- 
schnitte erhaltene als Histamin angesprochene Substanz lieB sich durch 
die Histaminase der Hundeniere rasch vollig inaktivieren. 


Literatur. 


1) Siehe dazu die neuere Zusammenfassung bei J.H.Gaddum in: 
GefaiBerweiternde Stoffe der Gewebe (Leipzig, Thieme, 1936). — 2) W. Bloch 
u. Pinésch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 239, 236, 1936. —- 3) W. Schuler u. 
A. Wiedemann, ebenda 238, 253, 1935. —- 4) W. Schuler, H. Bernhardt u. 
W. Reindel, ebenda 248, 90, 1936. — 5) H. A. Heinsenu. H. J. Wolf, Zeitschr. 
f. klin. Med. 128, 213, 1935. — 6) G. V. Anrep, G. J. Barsoum u. M. Talaat, 
J. of Physiol. 86, 55—56, 1936. -- 7) G.S. Barsoum u. J. H.Gaddum, 
ebenda 85, 1, 1935. 


1 Als Standardisierungspriparat wurde Imido -,, Roche - Histamin- 
dichlorhydrat verwendet. Die isolierten Meerschweinchendiinndirme 
sprachen auf 0,02 » der Substanz in 20 cem Badefliissigkeit gut an. 





Berichtigung 


zu der Arbeit ,.Nachweis von Brenztraubensaure im Urin* 
von A. Pi Suner und M. Farrdn)}. 


Auf 8.113, 12. Zeile von unten, statt ,,Falluag durch 1 cem der 
salzsauren Dinitrophenylhydrazinlésung auf 10cem Harn muB es 
heiBen .,Fallung... auf 10 Liter Harn”. 


! Diese Zeitschr. 287, 113, 1936. 





Autokatalytischer Anstieg der Umsatzgeschwindigkeit 
bei der Esterspaltung durch Pankreaslipase und seine Ursache. 
VII. Mitteilung?: 
Zur Kinetik der Esterhydrolyse durch Enzyme. 
Von 
Eugen Bamann und Charlotte Feichtner. 
(Aus der Pharmazeutischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
Universitat Tiibingen.) 


(Eingegangen am 31. Auqust 1936.) 


Wir haben beobachtet, daB im Falle der Pankreaslipase die Spal- 
tungsgeschwindigkeit einfacher Ester mit einem autokatalytischen 
Habitus zeitlich zunimmt. Auf diese Erscheinung wurde, soviel uns 
bekannt ist, in Untersuchungen iiber dieses Enzym noch niemals auf- 
merksam gemacht. 

Es ist von prinzipieller Bedeutung, ob die Erscheinung ihren Grund 
hat in Vorgangen, die sich vornehmlich auf das Substrat, namlich 
Anderung der Konzentration und Entstehung von Spaltprodukten, oder 
nur auf das Hnzym beziehen. Ein Beispiel des ersten Falles ist in der 
I. Mitteilung dieser Reihe? behandelt; die Erscheinung kann aber bei 
geeigneten Verhaltnissen auch dort auftreten, wo, wie z. B. bei der 
Maltase’, die Wirksamkeit des Enzyms im Laufe der Zeit eine Zunahme 
erfahrt. Auf ein solches Ansteigen der enzymatischen Wirksamkeit ist 
nun im Falle der Pankreaslipase die Zunahme der Umsatzgeschwindigkeit 
zuriickzufiihren. Wenn man Pankreaslésungen unter geeigneten Be- 
dingungen aufbewahrt, kann man den Gang in der Aktivitat der Lésungen 
verfolgen: Der Abnahme geht ein Anwachsen der Aktivitaét voraus. 
Ublicherweise wird von den beiden Erscheinungen nur die Abnahme 
zu beobachten sein; fiir die Erkennung der Aktivititssteigerung sind 
die Temperatur bei der Aufbewahrung und der Verdiinnungsgrad der 
Lésungen von EinfluB8. 

Wirksamkeitssteigerungen solcher Art sind in der Enzymchemie 
heute keine unbekannte Erscheinung mehr. Im Falle der Pankreas- 
lipase verdient jedoch der Aktivitaétszuwachs im Zusammenhang mit 
jenen Beobachtungen besondere Beachtung, auf die H. Kraut und 
W.v. Pantschenko-Jurewicz* die kiimstliche Neubildung, die ,,Synthese“‘ 


1 VI. Mitteilung: E. Bamann u. E. Rendlen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
288, 133, 1936. — ? EB. Bamann u. M. Schmeller, ebenda 188, 149, 1929, und 
zwar NS. 161; vgl. dazu: G. M. Schwab, E. Bamarn u. P. Laeverenz, ebenda 
215, 121, 1933, und zwar 8S. 138. — *? R. Willstdtter u. 2. Bamann, ebenda 
151, 242, 1926. — 4 Diese Zeitschr. 275, 114, 1934; siehe dazu: EF. Bamann 
u. Ch. Feichtner, ebenda 288, 70, 1936. 
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von Esterase stiitzen. Offenbar erfolgt die Zunahme der Wirksamkei: 
gegeniiber ,,einfachen Estern’ nicht ausschlieBlich nur beim Hinz 
bringen von ,,Leber-Pheron, sondern kann schon in den Pankrea: 
lésungen allein, nach unseren Beobachtungen bis zu 100° und weit 
mehr, vor sich gehen. Unentschieden ist noch, ob sich dabei die Bilduny 
neuer Tragersubstanzen vollzieht, die dann zu Enzymsymplexen mii 
ausgepragterer ,,Esterase‘‘-Spezifitat fiihren oder ob im Sinne de: 
Befunde von H. Dyckerhoff, H. Miehler und V. Tadsen! die Entfernuny 
proteinartiger Hemmstoffe die Ursache fiir die Aktivitatssteigerungen ist 


Beschreibung der Versuche. 
I. Autokatalytischer Anstieg. 
1. Versuchsreihe. 

a) Enzym. Neutralisierter, ammoniakalischer Auszug aus Aceton 
trockenpraparat vom Menschen (6 g Mischpraparat 2 Stunden bei Zimmer 
temperatur mit 200 cem n/40 Ammoniaklésung extrahiert und mit n/20 
Essigsaure neutralisiert). 

b) Versuchsansatz. 100cem énthalten 0,10 g induktionsfreien? racemi 
schen Mandelsiéureithylester, 4g Phosphatpuffer py 7, Lipaselésung ent 
sprechend 1,3 E.E., ¢ = 30°. 

c) Messungsergebnisse. Nach 5 Stunden 2,5mg Mandelsaure ent 
sprechend 3,0% Spaltung, nach 20 Stunden 13,7 mg Mandelséure ent 
sprechend 16,2°% Spaltung. ‘ 


2. Versuchsreihe. 

a) Enzym. Wie in Versuchsreihe | (6 g Mischpraparat 2 Stunden be: 
Zimmertemperatur mit 100 cem n/40 Ammoniaklésung extrahiert und mit 
n/20 Essigséure neutralisiert). 

b) Versuchsansatz. 100 cem enthalten 0,50 g induktionsfreien racemi- 
schen Mandelséureester, 4g Phosphatpuffer -py = 7, Lipaselésung ent- 
sprechend 3,7 E. E., t = 30°. 

c) Messungsergebnisse. Nach 9 Stunden 45,6mg Mandelséure ent 
sprechend 10,8°, Spaltung, nach 18 Stunden 114,2 mg Mandelséure ent- 
sprechend 27,0%, Spaltung, nach 36 Stunden 202,0 mg Mandelséure ent- 
sprechend 47,8°%, Spaitung. 


3. Versuchsreihe. 
a) Enzym. Glycerinauszug aus Acetontrockenpraparat vom Schwein 
(10 g Mischpraparat mit 200 g 85%igem Glycerin 3 Stunden bei Zimmer 
temperatur extrahiert, zentrifugiert). 
b) Versuchsansatz. 100 cem enthalten 0,50 g¢ induktionsfreien Mande!- 
saureester, 4g Phosphatpuffer pq = 7, Lipaselésung entsprechend 4,2 E. E., 
t 30°. 


1 Diese Zeitschr. 268, 17, 1934. 2 RP. Willstditer, R. Kuhn, O. Lind 
u. F. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 303, 1927; E. Bamann u 
M. Schmeller, ebenda 188, 251, 1930. 
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c) Messungsergebnisse. Nach 24 Stunden 42,6mg Mandelsaiure ent- 
prechend 10,1% Spaltung, nach 48 Stunden 146,0 mg Mandelséiure ent- 
prechend 34,6% Spaltung, nach 72 Stunden 251,8 mg Mandelsaéure ent- 
prechend 59,5°% Spaltung. 


LI. Der autokatalytische Anstieg die Folge von Aktivitdtssteigerungen. 
4. Versuchsreihe. 
a) Enzym. Wie in Versuchsreihe 1. 
b) Versuchsansatz. Ansatz zur Bestimmung von E. E. 
c) Messungsergebnisse. L6sung sofort nach Herstellung (Seem) 0,34 E. E., 
Losung nach 9stiindiger Aufbewahrung bei Zimmertemperatur 0,63 E. E., 
Lésung nach 24stiindiger Aufbewahrung bei Zimmertemperatur 0,52 E. EK. 


5. Versuchsreihe. 


a) Enzym. Neutralisierter, ammoniakalischer Auszug aus Aceton- 


‘ton trockenpraparat vom Schwein (6g Mischpraparat 2 Stunden bei Zimmer- 
me! temperatur mit 100cem n/40 Ammoniaklésung extrahiert und mit n/20 


n/20 Essigsaure neutralisiert). 

b) Versuchsansatz. Wie in der 4. Versuchsreihe. 
emi c) Messungsergebnisse. 
ent 





Aktivitatsinderungen 
| Zeit in Std. E. E. pro cem nach 
7 (seit Messungen 
Art der Aufbewahrung des Enzyms Herstellung 
des 
Auszuges) | Zuysatz der ,Ausgleichungs- 
aktivatoren* 


ohne mit 


5 0,91 1,80 
Lésung 10 Std. bei Zimmertempe- | 20 1,02 2,38 
| ratur, dann in Eis ceaitinatd 29 0,91 2,61 
54 0,80 1,59 
x fort 0.45 1 a 5 
| Losung 24 Std. auf Eis, dann bei | - oa — 
| Zimmertemperatur | 39 1.48 9'97 
48 0,91 1,70 
; if 0,25 0,5 
Wie bei 2, jedoch Losung zu Be- — +4 = 
rinn auf das doppelte Volumen 9 0,26 0,51 
| ag ya a itty 24 0,43 0,91 
verdinnt 39 0.37 0.57 
welll 
sind III. Verhalten der Lipaselésungen gegeniiber Tributyrin'. 
lel Im Hinblick auf die Versuche und Folgerungen von Kraut und 
idel- bi ae ' : ‘ 
E. v. Pantschenko-J urewicz ist es wichtig zu wissen, ob sich die beobachtete 


Aktivitatssteigerung nur auf einfache Ester erstreckt, oder ob und in 
welcher Weise sie sich gegeniiber andersartigen Substraten, z. B. Tri- 


Lind 


— 1 Siehe dazu: E. Bamann u. P. Laeverenz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 


223, 1, 1934. 
20* 
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butyrin oder Olivenél, bemerkbar macht. Bisher haben wir nur einig 
orientierende Messungen mit Tributyrin ausgefiihrt. Danach auBeri 
sich bei diesem Substrat die Aktivitaétszunahme entweder gar nicht ode: 
nur bedeutend schwacher. 

So zeigte die Lésung, die in Versuchsreihe 5, Versuch 2, angewendet 
wurde, gegeniiber Buttersiuremethylester eine auffallend starke Wirksam 
keitserhéhung, gegeniiber Tributyrin eine nur geringfiigige und diese allein 
in den Messungen ohne Zusatz der ,,Ausgleichungsaktivatoren™ (A.). 


Wirksamkeit gegeniiber Buttersduremeth ylester. 


Frisch dargestellte Lésungen 0,45 E.E. (ohne A.), 1,15 E.E. (mit A.); 
Lésung nach 32 Stunden 1,48 E.E. (ohne A.), 2,27 E. E. (mit A.). 


Wirlsamkeit gegentiber Tributyrin. 


Lésung nach 3 Stunden 280 B. E. (ohne A.), 2700 B. E. (mit A.); 
Lésung nach 30 Stunden 360 B. E. (ohne A.), 1500 B. E. (mit A.). 


Zur genaueren Charakterisierung waren Messungen in zahlreicheren 
Zeitintervallen nachzuholen, vor allem um dem Einwand zu begegnen 
die Aktivitatssteigerungen liefen fiir beide Substrate nicht parallel. 





eren 
nen, 


Uber die aktivierende Wirkung einer Reihe ahnlich 
konstituierter Verbindungen auf Taka-Phosphoesterase. 


2. Abhandlung! zur Kenntnis pflanzlicher Phosphatasen. 
Von 
Eugen Bamann und Walter Salzer. 
(Aus der Pharmazeutischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
Universitat Tiibingen.) 


(Eingegangen am 3, September 1936.) 


Von den isodynamen Phosphoesterasen des Pilzes Aspergillus 
oryzae liBt sich das im Gebiet von px = 3,2 bis 3,8 optimal wirkende 
Enzym durch Citronensdure aktivieren. Im Verein mit dieser Beob- 
achtung haben wir auch erkannt, daB diese ,,aktivierende Wirkung“ 
auf der teilweisen Ausschaltung eines natiirlichen Hemmstoffes beruht - 
wohl auf Grund einer Verdrangungsreaktion am Enzym — und daB sich 
unter den Begleitstoffen des Enzyms neben dem Hemmkérper ein 
Antihemmstoff befindet, der — z. B. nach seiner Entfernung mittels 
Dialyse — durch Citrat ersetzt werden kann}. 


Im Verfolg dieses Befundes haben wir nunmehr eine weitere inter- 
essante Feststellung gemacht: die gleiche Wirkung wie das Citration 
weisen eine Reihe dhnlich konstituierter Verbindungen gegeniiber Taka- 
phosphoesterase auf. Die Antihemmstoffeigenschaft ist also kein spezi- 
fisches Vermégen des Citrations, sondern Gemeingut ahnlich konstituierter 
Verbindungen. Es zeigte sich, daB von den untersuchten Stoffen die- 
jenigen, die in «-Stellung zu einer Carboxylgruppe eine Oxy- oder Oxo- 
gruppe besitzen, die Wirkung der Citronensdéure hervorrufen kénnen. 
Aus der Zusammenstellung der untersuchten Verbindungen geht hervor, 
daB beim Ersatz der Hydroxylgruppe durch Wasserstoff oder durch die 
Aminogruppe, aber auch durch ein Halogen die aktivierende Wirkung 
der Verbindung verloren geht. Unwirksam sind ferner solche Ver- 
bindungen, welche die Hydroxylgruppe statt in «- in £-Stellung zur 
Carboxylgruppe enthalten. Und drittens fiihren gewisse Veranderungen 
der Carboxylgruppe selbst, z. B. Reduktion, zur EinbuBe der Wirksam- 
keit. Beim Vergleich der bisher vorliegenden Resultate ist man geneigt, 
das Vorhandensein der Wirksamkeit auf die beiden chemischen Gruppen 
als solche zuriickzufiihren. Wir lassen aber die Méglichkeit offen, daB 
die Wirksamkeit der Grund einer ganz bestimmten elektrischen Feld- 
wirkung ist, wie sie z. B. durch die Kombination und Stellung der 


1 1. Abhandlung: #2. Bamannu. W. Salzer, diese Zeitschr. 287, 380, 1936. 





300 KE. Bamann u. W. Salzer. 


COOH- und —OH-Gruppe verwirklicht wird. Diese Vorstellun 
wird man sogar bevorzugen, wenn man an die Reaktionsverhaltniss« 
bei der Spaltung gewisser Ester durch Leberesterase denkt. 


Zusammenhang zwischen chemischer Konstitution und dem Vermégen, als 
Antihemmstoff zu wirken. 


(Die Versuchsansatze von 10 ccm enthalten 0,0328 g /-glycerinphosphor 

saures Natrium, entsprechend 4mg P, 1 cem Takalésung (1: 500), jeweil 

0,01 ¢ der untersuchten Substanz und wechselnde Mengen Salz- und Essig 

siure zur Einstellung des py von 4,1; ¢ 30°; die Zahlen sind ein MafB fii: 

den Umsatz und bedeuten mg P,O, in 1 cem Analysenprobe, Versuchsdaue: 
1 Stunde.) 


Versuch ohne Zusatz . . . . 0,077 Versuch ohne Zusatz. . . . 0,077 
Zusatz von :. Zusatz von: 
Oxytricarballylsiure ... . . 0,148 Tricarballylsiure . . . . . 0,077 

(Citronensaure ) 

Re Sy. x cai ee Bernsteinsfure .... . . 0,077 
Malonsiure. . .. . .« » 0.077 
a-Aminobuttersiure . . . . 0,077 

Glykolsiure. ... . . . . 0,149 | Chloressigsiure-. . . . . . 0,077 
Jodessigsfure. .... . . 0,077 

Malchwaure 36s. Wea.) SOD B-Oxybutterséure . . . . . 0,077 

(+)-Mandelsture. .... . 0,150 DEOPSGHUTO 66. 2) eee 0,077 

(—-)-Mandelsiture. . . . . . 0,150 

Giycermaiure . 3... . | O182 CREPE ee ae wo es OTT 

Gluconséure. . .... . . 0,148 Cone. Se. SOT7 
MG Bets eda toed OOTT 
IIEG otek a4 ess cwinwcheans cet MOTT 

Benzoylameisensiure . . . . 0,127 

Brenztraubenséure . . . . . 0,148 





PS an a OES | 6 
RNIN Sui tks, ike “eg ids aa GCE T 


Die bei den Versuchen angewandte Menge der Substanzen (0,01 ¢ 
zu 10 cem Versuchsansatz) ist eine willkirliche und stellt keineswegs die 
zu einer Aktivierung benétigte Minimalmenge dar. Bei einer reineren 
Takalésung (dreitagige Dialyse in Hammelblinddarm) beobachteten wir 
z. B. bereits bei Zusatz von 0,001 g Citronensaéure: 10 cem Versuchs- 
ansatz eine ahnliche, also etwa 100 %ige Wirksamkeitssteigerung. 


1 EB. Bamann u. E. Rendlen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 238, 133, 1936. 





Kine Mikrobestimmung des Inulins. 
Von 
S. M. Strepkov. 
(Aus der Universitét Samarkand, USSR.) 


(Eingegangen am 4. August 1936.) 


Dioxyaceton, Oxyaceton, Glycerinaldehyd und Methylglyoxal 
yeben beim Erhitzen mit dem Phosphor-Molybdansaurereagens nach 
Folin-Wu' eine intensive Blaufairbung. Spoehr und Strain? haben gezeigt, 
daB Fructose das Phosphor-Molybdansaurereagens betrichtlich redu- 
ziert. R. Stéhr? hat auf dieser Grundlage eine Methode zur Bestimmung 
der Fructose im Blute neben Glucose ausgearbeitet. Nach unseren 
Untersuchungen reagiert das Reagens von Folin-Wu nicht mit Maltose, 
Dextrin, Gummi arabicum, Arabinose und Pektinstoffen, dagegen mit 
Saccharose, Raffinose und Inulin. Daraus ergibt sich die Méglichkeit 
der Bestimmung von Inulin in Anwesenheit anderer wasserléslicher, 
aber in Alkohol unléslicher Kohlenhydrate. Unsere Methode beruht 
darauf, daB Inulin beim Erhitzen mit Phosphor-Molybdansaéurereagens 
eine Blaufarbung gibt, die mit Kaliumpermanganat in der Kalte farblos 
abtitriert wird. 


Zur Ausarbeitung der Methodik bestimmten wir zuerst die Dauer 
des Erhitzens, die zur Vollstandigkeit der Reaktion erforderlich ist. 


2cem Folin-Wu-Reagens wurden (in einem Reagensglas) mit 2 cem 
Inulinlédsung, welche 0,5 mg Inulin enthielt, versetzt und im kochenden 
Wasserbad erhitzt. 

Tabelle I gibt die Menge Permanganat an, die nach verschiedenen 
Zeiten zum Zuriicktitrieren nétig war. 


Tabelle I. 





Zeit des Erhitzens Zeit des Erhitzens - 
Mi ecm 1/100 K MnO, wa ecm n/100 K MnO, 
Min. Min. 


30 0,18 70 0,73 
40 0.32 80 0.86 
50 0,46 90 0,93 
60 0,60 100 0,95 





Der Verbrauch an Permanganat wird nach }'/, Stunden konstant. 
Wir haben daher in allen Versuchen 1'/, Stunden erhitzt. 

Aus Tabelle II geht hervor, da die Menge des verbrauchten 
Kaliumpermanganats dem Inulingehalt proportional ist. 

1 O. Folin u. H. Wu, J. of biol. Chem. 41, 367, 1920. — * H. A. Spoehr 


u. H. H. Strain, ebenda 89, 503, 1930. —- * R. Stéhr, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 222, 261, 1933. 
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Tabelle II. 


Die KMnO,-Werte sind Mittelwerte aus drei Bestimmungen, die unte: 
einander um nicht mehr als 0,01 bis 0,02 cem differierten. Zur Bestimmuny 
2cem der Inulinlésung. 





mg Inulin in 100 cem ecm n/100 K MnO, mg Inulin in 100 ccm eem n/100 K MnO, 


0,11 25 0,92 
0,18 30 1,10 
0,37 35 1,28 
0,55 40 1,48 
0,74 50 1,85 





1,85 .50.2 
100 


1 mg Inulin verbraucht also 1,85 cem n/100 KMnO, | 


oder 1 ccm n/100 KMn0, entspricht 0,54 mg Inulin. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


Reagenzien. 1. Phosphor-Molybdinséurereagens nach Folin-Wu. 2. 
n/100 Kaliumpermanganatlésung, ~taglich frisch durch Verdiinnen einer 
n/10 Lésung zubereitet und mit n/100 Oxalsaurelésung kontrolliert. 

Die zu untersuchende Substanz (1,0 g) wird nach der Extraktion 
der alkoholléslichen Kohlenhydrate dreimal mit insgesamt 20 bis 25 ecm 
Wasser bei 40 bis 45°C ausgezogen. Die Fliissigkeit wird mit Blei- 
acetat und Dinatriumphosphat geklart und nach Abfiltrieren des 
Niederschlags auf 100 ccm aufgefillt. 2ccm dieser Lésung werden 
in einem Reagensglas mit 2 ccm Folin-Wu-Reagens vermischt und im 
siedenden Wasserbad 1!/, Stunden lang erhitzt. Nach dem Abkiihlen 
wird mit n/100 K MnO, aus einer Mikrobiirette bis zum Erscheinen einer 
schwachrosa Farbung titriert. Ein Uberschu8 von K Mn O, verschwindet 
allmahlich infolge der Weiteroxydation der Spaltprodukte des Inulins. 


Bei héheren Inulinkonzentrationen sind die Lésungen am Ende der 


Titration nicht farblos, sondern schwach gelb gefarbt. 
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Untersuchungen iiber kiinstliche ,Lipoproteide*. 
Von 
St. J. v. Praylecki und E. Hofer. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat J. Pitsudski, 
Warschau.) 


(Eingegangen am §, August 1936.) 


Die Mehrzahl der Proteine enthalt im nativen Zustand mehr oder 
weniger Lipoide. Besonders die sch6nen Untersuchungen von Sérensen (1) 
und von Macheboeuf (2) haben iiber die Eigenschaften der nativen 
,,Lipoproteide‘ AufschluB gegeben. Wir haben in friiheren Mit- 
teilungen (3) die theoretische Seite dieses Problems erértert. In der 
vorliegenden Arbeit hatten wir das Ziel, kiinstlich Verbindungen zwischen 
Proteinen und Lipoiden zu gewinnen und deren Stabilitét, Konstanz 
der Zusammensetzung und sonstigen Eigenschaften zu untersuchen. 


1. Kiinstliche Verbindungen. 
Seit vielen Jahren wurden Versuche ausgefiihrt mit dem Ziel, 


Proteine mit Lipoiden zu verbinden. Zu all diesen Versuchen wurden 
wasserige Emulsionen der Lipoide verwendet. Bei Anwendung einer 


derartigen Methodik ist es aber schwer, echte Verbindungen zu erhalten. 
Wahrend das Protein in hochdisperser Form vorliegt, ist das Lipoid 
in Form von groBen Micellen vorhanden. 

Wir haben die gleichzeitige Léslichkeit der Lipoide und der auf- 
geladenen Proteine in Alkohol ausgenutzt. 


Das Lipoid wurde als 4- bis 10% ige Lésung in Alkohol verwendet. 
Das Protein, Ovalbumin Merck mit oder ohne Globulin, wurde als 1 %ige 
Lésung auf py 3 bis 4 oder 8 bis 9 gebracht. Zu 200 bis 300 cem der Protein- 
lésung wurden unter stetigem Schiitteln 5, 10, 25 oder 50 ccm der alkoholi- 
schen Lipoidlésung zugesetzt. Besonders im alkalischen Gebiet bleiben die 
Lésungen viele Tage lang klar. Durch py-Anderung entstehen Ausfallungen, 
besonders wenn Globuline anwesend sind oder wenn die Alkoholkonzentra- 
tion geniigend gro ist. 


Tabelle I. 50cem Protein + 5cem 10%iger Lipoidlésung in Athanol. 





Mit Mit 


Kontrolle —(cuure Lecithin 


Obere Grenze der Léslich- 
keit, Py ....... | 60-68 6,7 6,0 
Untere Grenze, py . . . . | 3,5—4,0 3,0 3,0 3,5 
Tabelle I zeigt die erhaltenen Resultate. Ober- und unterhalb 
der angegebenen pu-Grenzen waren die Lésungen klar, gut filtrierbar 
und nur schwach opalisierend, besonders die Lésungen mit Lecithin. 





St. J. v. Praylecki u. E. Hofer: 


2. Zusammensetzung. Variabilitit. 


Dre durch Vermischen des Proteins mit dem Lipoid entstandenen Stofi 
wurden von der Lésung in versehiedener Weise abgetrennt. In einige 
Fallen wurde die Lésung sofort durch py-Anderung ausgefallt und di 
Ausfillung pach Abzentrifugieren analysiert. In vielen anderen Fille; 
wurde das Lipoproteid vor oder aach einmaligem Ausfallen bei py 5 und 
Auflésen durch Lauge bei Pu 6,0 bis 6,5 mit Ammonsulfat ausgefaillt. 

Der Niederschlag wurde abfiltriert oder abzentrifugiert und geldést 
die Proteine mit beers gue gefallt und nach griindlichem Au: 
waschen mittels"N-Bestimfung nach Parnas bestimmt. In einem aliquoten 
Teil des Niederschlags wurden die Fette nach Kumagawa und Suto mitte! 
Hydrolyse bzw. das Lecithin nach Lohmann und Jendrassik als Phospho: 
bestimmt. 


Tabelle If. Maximaler Lipoidgehalt der Lipoproteide. 
200 cem 1°%iges Ovalbumin + 20cem einer 10% igen Lipoidlésung bei 
pu 9 gemischt. Das Lipoid wurde bei py 5 oder durch (N H,),5O, ausgefallt, 





Art des Lipoids Das Lipoid bildet °/9 des Niederschlags 


Ne is kk ows ce 3 4 5 S 4 7 
SUNN. a ce= hc arg o's, 59,5 61 69 ae: 61 
OTR oa 6 5 ow ty 33 82,5 34 30 32 


Die wenigen Versuche mit Olivené] ergaben, daB die maximale 
Anfettung 5 bis 10° nicht iiberschreitet. Die maximale Aufladung 
mit Lipoiden betragt fiir Lecithin etwa 33°, des Niederschlags und fiir 
Olsaure etwa 62 bis 69°%, (Tabelle I1). Die Zusammensetzung des Nieder- 
schlags hangt von der Menge des zugesetzten Lipoids und von dem px, 
bei dem die Stoffe gemischt wurden, ab (Tabelle ITI). 


Tabelle III. 
200 cem 1 %iges Ovalbumin + verschiedene Mengen von 10 igen Olsaure- 
lésungen bei verschiedenem py. 





Protein im eem der 


=e ‘ y asetzte 
PH Niederschlag alkoholischen § paeees ng r oar tae eS 
g Olsiure Olsaure lo g 


Olsiure im Niederschlag 


0,379 15 1,5 59,5—63 0,6 
0,465 1( 1, 43 —45 
0,511 ) 16 —20 


0,951 


0, 27,5 
1,875 i,t 31,5 
0,897 0! 4,5 


3. Konstanz der Verbindung. 

Zur Entscheidung, ob diese Verbindungsverhaltnisse konstant 
sind und ob die Zusammensetzung der erhaltenen Stoffe durch wieder 
holtes Auflésen und Ausfallen nicht geandert wird, wurden zwei Aus 
fallungsmethoden angewandt: 
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Entweder einfache py-Anderung (bis pq 5) oder Sattigung bzw. Halb- 
attigung mit Ammonsulfat bei py 7,5. Die Fallungen wurden nach Auf- 
osung bei py 9 bis 10 zwei- bis viermal wiederholt. 

Es wurde nachgewiesen (Tabelle IV), daB die Zahlenverhaltnisse 
dabei konstant bleiben und daS die Zusammensetzung nur von den 
unter 2. angefiihrten Bedingungen abhangt. 

“ 


Tabelle IV. 





I. Ausfillung Il. Ausfallung Ill. Ausfaillung 


ira wT — . > oP) " 
Stoff Ausfallungsart Protein | Lipoid ‘Protein | Lipoid Protein Lipoid 


g 9 g ( g %Clo 


Pu-Anderung 0,780 5d 0,440 ) 0,109 61 
0,528 69 0,425 } 0,296 66 
S.* | 0,584 56 0,264 55 0,159 56 
- 95. 1,875 59,5 0,582 55,5 0,464 55.0 
= 1/, S. — 16 — -- 14 
»  tt$.§, 0,511 57 { 0,588 | 5 0,361 52,5 
‘ tot. S. 0,660 4,5 0,599 ’ 0,357 6,3 
a tot. S. — 48 _ — 49.5 
Py-Anderung 1,398 32,5 1,108 28, 0,878 29,9 
0,648 25,5 0,464 8 0,359 27,0 
1,008 32,5 0,654 0,381 34,0 
0,798 29,4 0,528 : 0,320 30,9 
0,370 21 0,238 0,179 16 
0,941 32.4 0,751 0,465 31,6 
04809 253 0,330 0.258 25,4 
— 31,7 ~- — - 29.9 


* 1/, S. = Halbsittigung. $ tot. S. = Sittigung. 


(NHyg)oS Og 4a 5 
148 


Olsiure 


Lecithin 





4, Trennung der Komponenten. 


Die in der gewéhnlichen Weise erhaltenen Olsiureproteine wurden 
in verschiedener Weise extrahiert, und zwar mit Alkohol oder mit Alkohol 
und Ather. 


In der ersten Versuchsreihe wurde der entstandene Symplex durch 
py-Anderung ausgefillt, gewaschen und ein Teil analysiert, der andere 
Teil in Lauge bei py > 10,0 gelést und durch Alkoholzusatz ausgefallt. 
Der Niederschlag wurde mit Alkohol dreimal gewaschen und analysiert. 

Dureh die erwaihnte Behandlung wurde der Gehalt der Olsiiure im 
Niederschlag um etwa 60 bis 80°, vermindert. 


Tabelle V. 





. Ausgangs-°/, der Olsiure im Nieder- 
WON lic eed: Oa nied tome 2 
2. In Lauge gelést (pq > 10), mit Alkohol 
ausgefallt und ausgewaschen. . .. . 
. Der Niederschlag bei pa 7 mit Alkohol 
MOWURONON sc a ee are ake 
. Das Pulver mit Alkohol (8 Std.) und 
Ather (15 Std.) im Soxhlet extrahiert . 
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In der zweiten Versuchsreihe wurde Athanol zu dem Niederschlag | 
Pu 7 zugesetzt und der Niederschlag noch dreimal mit Athanol gewascher 
Die Verminderung der Olsiuremenge im Niederschlag war in diesem Fai), 
viel geringer als in dem ersten: sie betrug 30 bis 50%. Die Halfte oder mel: 
der Olsiure blieb im Niederschlag, obwohl sie mehrmals mit Alkohol gui 
ausgewaschen wurde. Die mit Alkohol ausgewaschenen Niederschlage 
wurden dann im Soxhlet 8 Stunden lang mit Athanol und 15 Stunden mit 
Ather extrahiert, dann das Protein nach Kumagawa und Suto hydrolysiert 
und die Olsiure abgetrennt. Die im Soxhlet extrahierten Niederschlage 
enthielten nur wenig Fettséure (3,0 bis 10,7). 


Tabelle VI. Analyse der Niederschlage nach Extraktion im 
Soxhlet. 





Olsture 
: nach 
° 59 im . 
Nieder- ~ ee 
schlag und Ather 
Extraktion 


Olsiure Protein 


Sys : 
ysveme in mg in mg 


Niederschlag, gelést bei pq 8,5 ‘ ° 

+ 2faches Volumen Athanol, | A = = § . 

zweimal gewaschen, getrocknet , | 
Niederschlag bei px 6,5 enh .. 483 | 987 33 9,9 
Athanol gewaschen, getrocknet 2.41 220 318 41 6,9 


Niederschlag, unverandert. . . 1. 223 211 51,4 


Das Material wurde nach Tabelle VI behandelt. Die Niederschlage 
wurden mit Athanol und 15 Stunden mit Ather im Soxhlet extrahiert. 
Es wurde der Trockenriickstand, sowie die extrahierte Fettséure bestimmt. 
Der Riickstand wurde nachher nach Kumagawa und Suto auf Fettsaure 
untersucht. Der Olséuregehalt betrug etwa 1,6 bis 9,0 %. 


5. Extraktion mit Alkohol-Ather-Mischung. 


. Es wurde versucht, nach der Vorschrift von Macheboeuf (2) das 
Lecithin aus dem Lipoproteid durch Alkohol-Ather-Mischung zu extra- 
hieren. 


20 cem 3%ige Lipoproteidlésung wurden bei pq 7 bis 8 mit 10 ccm 
Athanol und 20 ccm Ather im Scheidetrichter geschiittelt und 24 Stunden 
lang stehengelassen. Es bildete sich entweder ein Niederschlag oder eine 
starke Opaleszenz. Der Ather wurde abgetrennt, im Vakuum abgedampft 
und im Riickstand der Phosphor bestimmt. Die wasserige Lésung wurde 
nach Kumagawa und Suto hydrolysiert und in ihr Phosphor und Fettsaure 
bestimmt. Ein groBer Teil des Lecithins (39 bis 60°) blieb an das Protein 
gebunden. 


6. Einflu8 der Salze. 


Zu der Lipoproteidlésung wurde das gleiche Volumen 2 %iger NaC! 
oder KCl-Lésung zugesetzt (pq 7,5 bis 7,8). Die Losung blieb unverandert. 
Sie wurde mit Ammonsulfat ausgefallt. Die Zusammensetzung der Falluny 
ist in der Tabelle VII angegeben. 
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Tabelle VII. Gehalt des Niederschlags an Olsaure in %. 





I. Ausfaillung Il. Ausfallung Ill. Ausfallung 


OM Ts B55 ban a? ET 59,1 61.4 
Mit 2% NaCl...... 48,7 a 
eg Ag. Saas eae 49,3 — 
Mit Ringerlésung ... . 51,4 _ 


em hm OIror 
oe hee 
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Besprechung. 


Das Zustandekommen der meisten ,,Lipoproteide’ kann erstens 
durch elektrostatische Krafte und zweitens durch Komplexbildung er- 
klart werden. Fiir diese Annahme spricht folgendes: 1. Die Unter- 
suchungen tiber Verbindungen von reinen Aminosduren mit Fettsauren 
in Systemen, in welchen keine Grenzflichen und keine gréBeren Ko- 
hasionskrafte (durch apolare Gruppen) vorhanden sein kénnen [z. B. 
mit Essigsaure (4)]. 2. Die Emulgierbarkeit der Olsdure durch basische 
Aminosauren (5). 3. Die Tatsache, daB Lipoproteide mit Lipoiden, 
die saure Gruppen enthalten, leicht entstehen, aber mit reinen Estern 
nur schwer zu erhalten sind. 4. Die starke Abhangigkeit der Ent- 
stehung der Verbindung von dem py. 5. Die konstante Zusammen- 
setzung der Niederschlige bei wiederholtem Ausfallen und Auflésen 
bei pu-Werten, bei denen die Fettsdure léslich ist. Wir glauben, daB 
die Hauptrolle bei der Entstehung der Lipoproteide von dem Typus Fett- 
sdureprotein oder Phosphatidprotein die basischen Aminosduren spielen 
[Przylecki und Kasprzyk (4)|. AupBerdem wurde die Beteiligung der 
Bindegruppe CON H nachgewiesen (4). 

Als salzartige Stoffe sollten Lipoproteide sowohl bei alkalischer wie 
bei saurer Reaktion entstehen kénnen. Dies ist aber bei niedrigen 
Pu-Werten durch folgende Momente erschwert: 1. die NH%3-Gruppen sind 
durch die starke anorganische Saure abgesittigt, 2. die Dissoziation der 
COOH-Gruppen der Fettséiuren ist sehr gering und 3. die Tendenz zur 
Emulsionsbildung der Fettséure ist deswegen sehr verstarkt. Deshalb ent- 
stehen bei niedrigem py Lipoproteide, deren Lipoidgehalt gering ist. Wenn 
die Lipoide in alkoholischer Lésung zugesetzt werden, kénnen bei h6herem 
pu zweierlei Arten von Verbindungen entstehen, und zwar salzartige und 
komplexartige [v. Przylecki und Kasprzyk (4)]. 


Die Menge der in dem Niederschlag vorhandenen (lsiure ist viel 
gréBer als es der Menge der basischen Gruppen im Protein entspricht. 
So ist z.B. das Saureaiquivalentgewicht des Ovalbumins ungefahr 
1000 (6), das Aquivalentgewicht fiir Olsaure ist etwa 150. 


Es ist schwer, dieses Verhalten der Olsdure zu erkliren. Es miissen 
folgende Momente bericksichtigt worden: 1. Das Arginin gibt mit 
héheren Fettsiuren Verbindungen von einem Molekiil Arginin mit 
6 bis 8 Olsdureteilchen. 2. Die Olsdureteilchen kénnen miteinander 
verbunden sein. 3. Auch die CONH-Gruppe bindet Fettsauren. 
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Das Verhalten des Lecithins ist viel komplizierter. Die maxima! 
an Ovalbumin gebundene Menge ist viel geringer und entspricht eine; 
Aquivalentgewicht von etwa 1400. Die konstante Zusammensetzun: 
der Lipoproteide auch bei Salzanwesenheit spricht dafiir, daB dies: 
Stoffe nicht eigentliche salzartige Verbindungen sind. Vielmehr sind 
es Stoffe, deren Komponenten durch Zusatzkrafte starker veranker 
sind und die deswegen auch bei alkalischer Reaktion (pu 10), bei welch: 
die Fettsaiuren als Seife léslich sind, nicht zerlegbar sind. 


Die Stabilitat der Zusammensetzung des Lecithalbumins ode; 
des Olsiurealbumins kann nicht durch die Unléslichkeit des Lipoids 
in alkalischen Lésungen erklart werden. Dasselbe gilt fiir die Systeme. 
die durch Alkohol ausgewaschen wurden. Dai das Festhalten des 
Lipoids nicht durch eitie einfache Occlusion erfolgt, zeigt die Extraktion 
durch Ather. Die Wirkung des Athers kann teilweise, entsprechend de: 
Wirkungsweise dieses Lésungsmittels auf Verbindungen neutraler 
Aminosiuren mit Essigsaure erklirt werden (4). Die teilweise Ent 
fernung der Olsiure aus dem Lipoproteid durch Alkohol und Athe: 
oder durch ihre Mischung kann durch die verschiedene Bindungsart 
und verschiedene Bindungsstellen hervorgerufen sein. So z. B. ist 
gewif die Bindung CON H-Olsaure viel weniger resistent als diejenige, 
die durch den Argininrest zustande kommt (4). 


Zusammenfassung. 


1. Sucht man Lipoide mit einer Proteinlésung zur Reaktion zu bringen. 
so erhalt man keine einheitlichen Ergebnisse. Mit Lecithin, besonders 
aber mit Olsdiure entstandene Niederschlage enthalten sehr viel Lipoid. 
Der Gehalt kann die Halfte des Niederschlagsgewichts weit iiberschreiten 
Bei, Verwendung von Olivenél wurden nur geringe Mengen von Fett 
im Niederschlag beobachtet. 


2. Die Niederschlagsbildung ist von den Fallungsbedingungen 


abhaingig, insbesondere vom pu und den Mengenverhialtnissen der 
Komponenten. 


3. Die Zusammensetzung des Lipoproteids ist von wiederholten 
pu-Anderungen (z. B. beim Wechsel von px 10 nach px 3 und. wieder nach 
pu 9 usw.) unabhangig. 

4. Durch Alkohol kann das Lipoid aus Olsdureprotein nur teilweis 
in seine Komponenten zerlegt werden. Das Zerlegen des Lipoids durch 
Alkohol ist weitgehend vom px abhingig. 


5. Das Lipoid kann dagegen durch eine Extraktion mit Alkoho! 
und Ather von dem Protein getrennt werden. 
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6. Salze beeinflussen nur in geringem Mabe die Eigenschaften 
les entstandenen Lipoproteids. 


7. Ein Versuch, das Lecithin vom Lecithalbumin durch eine Alkohol- 
Ather-Mischung zu extrahieren, ergab, daB nur ein Teil des Lipoids in 


dieser Weise extrahierbar ist. 
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Uber einen auffallenden Befund bei der gleichzeitigen Ein- 
wirkung von Pankreaslipase und Leberesterase (des Menschen) 
auf einen racemischen Ester. 

XI. Mitteilung!: 
Uber asymmetrische Esterhydrolyse durch Enzyme. 
Von 
Eugen Bamann, Charlotte Feichtner und Walter Salzer. 
(Aus der Pharmazeutischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums de: 
Universitat Tiibingen.) 


(Eingegangen am 15. September 1936.) 


Wird racemischer Mandelséuredthylester durch ein Gemisch von 
Pankreaslipase und Leberesterase des. Menschen gespalten, so deckt 
die Analyse einen anderen Reaktionsverlauf und zwar hinsichtlich der 
Geschwindigkeit und der Zusammensetzung der Reaktionsprodukte auf, 
als man aut Grund der getrennten Versuche erwartet. Zum ersten beob- 
achtet man, daB der Spaltungsgrad im Mischversuch stark hinter dem 
aus den Einzelversuchen berechneten zuriickbleibt. Und zweitens zeigt 
sich eine Abweichung von dem erwarteten Wert der spezifischen Drehung 
der isolierten Mandelsiure. Dabei ist das [«] abhangig: 

a) von dem Spaltungsgrad des Esters: eigentiimlicherweise erhdhen 
sich aber die Werte fiir das [x] mit steigendem Spaltungsgrad, wahrend 
iiblicher- und notwendigerweise gerade die umgekehrte Erscheinung, 
naimlich ein Sinken, beobachtet wird. Fir diese Feststellung sei folgendes 
Beispiel angefiihrt : 

13,2% Spaltung des Esters: [«]}} der isolierten Mandelsaure: -— 10,8°, 
22,7°% Spaltung des Esters: [«]} der isolierten Mandelsaiure: — 19,8°. 


b) bei gleichem Spaltungsgrad von der Zeitdauer, innerhalb welcher 
dieser Spaltungsgrad erreicht wird. Auch diese Erscheinung tritt bei 
einheitlichem Enzym nie auf. 


23,19, Spaltung des Esters, erreicht in 9 Stunden, [a]}>: — 14,4°, 
22.7% Spaltung des Esters, erreicht in 18 Stunden, [a]j;: — 19,8°. 

Da die Versuche bei einer Racematkonzentration durchgefiihrt 
sind, bei der die Spaltung durch Leberesterase fast unspezifisch erfolgt, 
d.h. die (+)- und (—)-Komponente fast gleich rasch zerlegt wird 
({a]}, = + 6°), die Pankreaslipase jedoch den (—)-Ester bevorzugt, 
wobei der Wert fiir das [«]}> der isolierten Mandelsiure etwa — 23° 
betragt, bedeuten die obigen Befunde, daB die Wirkung des (—)-aus- 


1 X. Mitteilung: E. Bamann u. Ch. Feichtner, diese Zeitschr. 288, 70, 
1936. 
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wablenden Pankreasenzyms umso starker hervortritt, je héher der 
Spaltungsgrad und je ausgedehnter die Versuchsdauer ist. 


Zur Erklirung dieses Verhaltens ist zunichst einmal die Beobachtung 
heranzuziehen, daB die lipatische Wirksamkeit des Pankreasenzyms 
vegeniiber Mandelsaureester und anderen ,,einfachen‘‘ Estern eine Zu- 
nahme! im Laufe der Versuchsdauer zeigen kann. Das Pankreasenzym 
wird also auch im Mischversuch seine Wirksamkeit erst allmahlich voll- 
standig entfalten. Und mit dieser Wirksamkeitszunahme geht auch die 
bevorzugte Spaltung des (—)-Esters einher. Die Beriicksichtigung 
dieser Tatsache erméglicht jedoch noch keine quantitative Deutung 
der Verhaltnisse. Die genauere Analyse der Versuchsdaten weist darauf 
hin, daB durch die Anwesenheit des Pankreasenzyms im Verlauf der 
Spaltung ein hemmender EinfluB auf den Umsatz durch das Leberenzym 
ausgetibt wird. Man wird zu dieser Feststellung vor allem beim Vergleich 
der Umsiatze in den Einzelversuchen und im Mischversuch gefiihrt. 
Wie bereits erwahnt, bleibt der Spaltungsgrad im Mischversuch hinter 
dem aus den getrennten Versuchen berechneten erheblich zuriick, 
wobei gleichzeitig im optischen Auswihlen eine starke Annaherung 
an das Auswihlen des reinen Pankreasenzyms zu beobachten ist. 

Die Ursache fiir diese vorerst uniibersichtlichen Vorgainge im 
Mischversuch kann in zwei verschiedenen Méglichkeiten zu suchen sein: 

1. in einer gegenseitigen Wechselwirkung, in der die Enzyme 
selbst stehen, und 

2. in einer von dem Wechsel der Zusammensetzung des Substrats 
und dem Auftreten der Spaltprodukte herriihrenden Beeinflussung des 
Xeaktionsverlaufs. 

Fir die Begriindung der ersten Moéglichkeit kénnten die von 
H. Kraut und W. v. Pantschenko-Jurewicz? entwickelten Anschauungen 
iiber die Struktur der Esterasen hetangezogen werden. Man miiBte 
danach annehmen, dab die Gleichgewichte zwischen Enzymsymplex, 
Agon und Pheron im Mischversuch beeinfluBt werden und man miiBte 
an die Méglichkeit einer Enzymumwandlung* denken. Gegen die Bildung 
eines neuen Enzyms spricht aber u. a. die Beobachtung, daB wesent- 
liche Veranderungen (z. B. im optischen Auswahlen) erst im Verlaufe 
der Spaltung eintreten. Zu Beginn der Versuche kommt die Wirkung 


1 FE. Bamamnu. Ch. F eichtner, diese Zeitschr. 288, 295, 1936. —- ? Ebenda 
275, 114, 1934; vgl. dazu £. Bamann u. Ch. Feichtner, ebenda 288, 70, 1936. 

3 Wie wir einer freundlichen Mitteilung des Herrn R. Ammon ent- 
nehmen, liegt den Versuchen, die er mit LZ. Tabor in einer Untersuchung 
» Vergleich von Menschenpankreas- mit Menschenleberesterase‘ (diese 
Zeitschr. 267, 26, 1933) durchfiihrte, ebenfalls der Gedanke und die Absicht 
einer eventuellen Umwandlung der beiden Esterasen zugrunde. 
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des Leberenzyms noch stark zum Vorschein, erst spater tritt sie gegen 
iiber der Wirkung des Pankreasenzyms zuriick. Aus diesem Grund: 
scheidet auch der Gedanke aus, daB die Pankreasausziige einen da 
Leberenzym hemmenden Begleitstoff enthalten kénnten, der dan) 
im Mischversuch zur Auswirkung gelangen wiirde. Die Messungen 
zeigen vielmehr, daB sich der ,,Hemmstoff‘‘ der Leberesterase im Lau} 
des Versuchs erst bilden mu. Diese Erkenntnis fiihrt aber dazu, dic 
Deutung in Richtung des zweiten Punktes zu suchen. Auf diesem Wege 
ist nun in der Tat die Erklarung der Vorgainge méglich: Die scheinba: 
anomalen Vorgainge im Mischversuch haben ihren Grund in der durch 
die selektive Spaltung bewirkten Anderung der Zusammensetzung 
des Racemats und im gleichzeitigen Auftreten der Spaltprodukte. Fi 
die Leberesterase des Menschen, bei der die Vorginge, die der ,,optischen 
Spezifitat’‘ dieses Enzyms zugrunde liegen, bisher am verwickeltsten 
gefunden wurden, haben wir vor einigen Jahren eine quantitative 
Analyse der Einzelvorginge bei der Spaltung von Substratgemischen 
beschrieben!. Von den Ergebnissen dieser Arbeit sind nun fiir den 
vorliegenden Fall folgende Erkenntnisse wichtig: Der (-+-)-Ester iibt 
schon in geringen Konzentrationen eine starke Hemmung auf dic 
Spaltung des (—-)-Esters aus, obwohl der (—)-Ester an sich die wesentlich 
gréBere Affinitaét zum Enzym besitzt. Diese starke Hemmung, die der 
(+-)-Ester auf die Spaltung des (—)-Esters ausiibt, wirkt dahin, daB das 
stereochemische Auswahlungsvermégen der Menschenleberesterase bei 
der Racematspaltung einem Gang unterliegt, in dem bei niedriger 
Racematkonzentration der (—)-Ester, bei hherer der (-++)-Ester rascher 
gespalten wird, wihrend bei einer gewissen mittleren Konzentration 
der Umsatz beider Antipoden gleich schnell erfolgt. Bei hdheren Konzen- 
trationen ist besonders auffallend, daB der optische Sinn der Spaltung 
[Bevorzugung des (-+-)-Esters] durch die ganze Spaltung hindurch 
beibehalten wird, obwohl man erwarten miiBte, daB bei Verminderunyg 
der Substratkonzentration im Laufe der Durchspaltung die Bevorzugung 
des (+)-Antipoden in eine Bevoizugung des (—-)-Antipoden iibergehen. 
also eine Umkehrung des Auswiahlens stattfinden wiirde. Nicht erfiillt 
wird auch die Erwartung, da dabei die Geschwindigkeit mit einem 
autokatalytischen Habitus zeitlich zunimmt. Die Erklarung dafiir liegt 
in der hemmenden Wirkung des bei der Reaktion entstehenden Spalt- 
produkts Alkohol, der die Spaltung des (—)-Esters in betrachtlicher 
Weise vermindert und so die Umkehrung des optischen Auswahlens 
und den autokatalytischen Anstieg der Umsatzgeschwindigkeit ver- 
hindert. 


1G. M. Schwab, E. Bamann u. P. Laeverenz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
215, 121, 1933. 
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Bei Anwendung dieser Erkenntnisse auf die Vorgange in unseren 
Mischversuchen wird der starke Abfall der Wirkung des Leberenzyms 
verstandlich ; er ist auf zwei hemmende Faktoren zuriickzufiihren, die 
im Laufe der Spaltung auftreten. 

1. Wahrend im Einzelversuch mit Leberenzym wenig raschere 
Spaltung des (+-)-Esters erfolgt und so, wenn auch nur in geringem 
MaBe (—-)-Ester zuriickbleibt, wird im Mischversuch durch die selektive 
(-)-Esterspaltung des Pankreasenzyms ein ('berschuf an (-+-)-Ester 
anfallen. Wberschiissiger (-+-)-Ester setzt aber, wie Schwab, Bamann 
und Laeverenz in der erwahnten Untersuchung an Antipodenmischungen : 
(— +), (~ ++) gezeigt haben, die Reaktionsgeschwindigkeit der 
Leberesterase stark herab. 

2. AuBer der Menge Alkohol, die durch das Leberenzym abge- 
spalten wird, entsteht auch noch Alkohol durch die Spaltung, die das 
Pankreasenzym bewirkt. 


So wird es verstandlich, daB die Spaltungsgrade im Mischversuch 
nie die Additionen der Umsitze in den Einzelversuchen darstellen 
kénnen. Und da nur das Leberenzym auf die beiden genannten Ein- 
fliisse in ausgepragtem MaBe anspricht, wird sich der Anteil des Leber- 
enzyms am Gesamtumsatz mit fortschreitender Spaltung gegeniiber 
dem Anteil des Pankreasenzyms verringern. 


Zum SchluB fassen wir die Erklarung fiir die auffallenden Befunde 
bei der gemeinsamen Einwirkung von Pankreas- und Leberenzym 
auf den racemischen Ester dahingehend zusammen: Wenn bei gleichem 
Spaltungsgrad, aber verschiedener Versuchsdauer das Leberenzym bei 
dem kiirzerdauernden Versuch verhaltnismabig stirker zur Wirkung 
kommt als bei dem langerdauernden Versuch, so ist hierfiir die im Laufe 
des Versuchs auftretende Zunahme der Wirksamkeit des Pankreas- 
enzyms verantwortlich zu machen. Wenn aber bei der Durchspaltung 
im Bereich von 10 bis 25%, eine Anderung des [«]-Wertes von — 10° 
bis — 20° einsetzt, so muB hier die Beeinflussung und Hemmung des 
Leberenzyms durch den Wechsel in der Zusammensetzung des Substrats 
und das Auftreten des Spaltprodukts Alkohol angenommen werden. 


Erliuterungen zu der Durehfiihrung der Versuche, Versuchsdaten. 


Die Enzymlésungen bestanden aus ammoniakalischen Ausziigen aus 
Aceton-Athertrockenpraparaten der Organe. Die Lésungen waren mit 
Kssigsiure neutralisiert und wurden in Eis eingebettet unter Toluol auf- 
bewahrt. Die jeweils angewendeten Enzymmengen (ermittelt auf Grund 
der Wirksamkeit gegeniiber Buttersiuremethylester, also E. E.) sind bei 
den einzelnen Versuchen der nachstehenden Tabelle verzeichnet. Die 
Analyse der Reaktionsgemische erfolgte nach dem Verfahren der vorher- 
gehenden Untersuchungen dieser Reihe. 


91 * 
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Spaltung von racemischem Mandelsdureathylester durch Pan 
kreaslipase und Leberesterase (des Menschen) in Einzel- und i: 
Mischversuchen. 

(Der Versuchsansatz von 100ccem enthielt 4g Phosphatpuffer py = 7, 
0,5 g induktionsfreien', racemischen Mandelsdureathylester und die jeweil 
angegebene Enzymmenge, t = 30°.) 
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! R. Willstatter, R. Kuhn, O. Lind u. Ff’. Memmen, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 167, 303, 1927; #. Bamann u. M. Schmeller, ebenda 188, 251, 1930. 
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Zur Kenntnis 
der stereochemischen Spezifitit der menschlichen Pankreaslipase. 
XII. Mitteilung: 
Uber asymmetrische Esterhydrolyse durch Enzyme. 
Von 
Eugen Bamann und Charlotte Feichtner. 
(Aus der Pharmazeutischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
Universitat Tiibingen.) 


(Eingegangen am 15. September 1936.) 


Fir die Erklarung eines auffallenden Befundes bei der gleichzeitigen 
Kinwirkung von. Pankreaslipase und Leberesterase (des Menschen) 
auf racemischen Mandelséureester, den wir in der vorhergehenden 
Arbeit! dieser Untersuchungsreihe beschrieben haben, war die genaue 
Kenntnis der optischen Spezifitat der menschlichen Pankreaslipase 
notwendig. Voraussetzung war vor allem zu wissen, ob das stereo- 
chemische Auswahlen dieses Enzyms von der Racematkonzentration 
unabhangig ist, oder ob es sich, ahnlich wie wir es fiir die menschliche 
Leberesterase gefunden haben®, mit der Variierung der Substratkonzen- 
tration andert. 

Mit dieser Frage befaBt sich schon eine Untersuchung von R. Ammon 
und #. Tabor*: Vergleich von Menschenpankreas- mit Menschenleber- 
esterase. Darin stellen die Autoren fest: ,,Das optische Auswahl- 
vermégen ist unabhingig von der Substratanfangskonzentration. 
Allein aus den angegebenen Versuchsdaten miiBte gerade das Gegenteil 
geschlossen werden. Denn fiir denselben Pankceasauszug wurde bei 
dem gleichen Spaltungsgrad des Mandelsiiuremethylesters (12,8 °%) im 
Falle einer 
0,4 %igen Esterlésung eine spezifische Drehung der isolierten Mandelsiaure 

von — 37,4°, 
1,0 %igen Esterlésung eine spezifische Drehung der isolierten Mandelsaure 
von — 45,9°, 
2,0% igen Esterlésung eine spezifische Drehung der isolierten Mandelséure 
von — 50,1° 
gefunden. Danach bestiinde doch Abhangigkeit von der Substrat- 
konzentration, nur ginge sie nicht bis zur unspezifischen Spaltung oder 
zur Umkehr des optischen Auswihlens, wie es fiir die Leberesterase 


' XI. Mitteilung: 2. Bamann, Ch. Feichtneru. W. Salzer, diese Zeitschr. 
288, 310, 1936. 2? EF. Bamann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 62, 1538, 
1929; G. M. Schwab, E. Bamann u. P. Laeverenz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
15, 121, 1933. 3 Diese Zeitschr. 267, 26, 1933. 
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festgestellt wurde. Zu demselben SchluB fiihren auch die Angabe 
im Falle des Mandelsiurepropylesters. Hier unterscheiden sich di: 
|x]-Werte ebenfalls um etwa 10° (0,4 %ige Esterlésung [x], = — 26,2° 
2% ige Esterlésung [a], = -- 15,9°). 

Unsere Nachpriifung (am Mandelsiuredthylester) hat, entschieden 
daB das optische Auswahlen der menschlichen Pankreaslipase wnabhdngiy 
ist von der anfidnglichen Racematkonzentration und daB auBerdem die 
Werte fiir die spezifische Drehung der isolierten Mandelsdure bis zu 
Spaltungsgraden von etwa 50% kaum sinken. Demnach sind die 
Vorginge bei der Racemathydrolyse nicht so verwickelt wie im Falle 
der Leberesterase des Menschen, und es gehért daher die menschliche 
Pankreaslipase dem einfacheren der bisher beschriebenen Typen an 

Als Enzymlésung dienten mit n/40 Ammoniak aus einem Sammel 
aceton-Athertrockenpraparat hergestellte Ausziige, die mit Essigsaure 
neutralisiert und unter Toluol in Eis aufbewahrt wurden. Die Analyse der 
Spaltungsversuche erfolgte nach den Angaben der vorausgehenden Arbeiten 
dieser Untersuchungsreihe. 


Unabhangigkeit des optischen Auswahlens bei der Einwirkung 
von Pankreaslipase des Menschen auf racemischen Mandel- 
siureathylester bei wechselnder Esterkonzentration. 


(Der Versuchsansatz von 100cem enthalt 4g Phosphatpuffer py = 7, 
sowie die jeweils angegebene Ester- und Enzymmenge, ¢ = 30°.) 





Substrat- Enzym-  Reaktions-, . Drehungswinkel [a] 
Nr. || konzentration menge dauer Spaltung | ger Mandelsiure | der isolierten 
2/100 cem E. E. (0 éem, 1=2dm). Mandelsadure 
i] Std. Oly 
* 
— 0,03° - 23,8° 
0,1 0,17 — 24,8 
01 * — 0,05 24,1 
— 0,25 ~ 22.6 
— 0,11 24,1 
0,27 — 23,6 
- 0,43 21,3 
-~ 0,40 23,9 
— 0,58 — 23,6 
— 0,56 - 24,0 
0,49 23,8 
— 0,99 — 23,8 
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Die physiologische Reoxydation des reduzierten gelben Ferments. 


Von 
Hugo Theorell. 
(Aus der chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts, Stockholm.) 
(Eingegangen am 23, September 1936.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Warburg, Christian und Griese (1) haben gezeigt, daB das Atmungs- 
Co-Ferment in Anwesenheit des Zwischenferments den Robison-Ester 
dehydriert. Dabei wird das Co-Ferment unter Aufnahme von einem Mol 
H, im Pyridinkern hydriert. Das reduzierte Co-Ferment kann von dem 
gelben Ferment dehydriert werden, wobei das gelbe Ferment unter 
Aufnahme von H, in eine Leukoverbindung iibergeht. Diese Leuko- 
verbindung ist in molekularem Sauerstoff autoxydabel, wobei gelbes 
Ferment und Wasserstoffsuperoxyd entstehen. Sie lat sich auch mit 
Farbstoffen, wie Methylenblau, oxydieren. H.von Kuler und Mit- 
arbeiter (2), sowie Warburg und Christian (3) zeigten, daB auch die 
Co-Zymase einen Pyridinkern enthalt und analog reagiert wie das 
Co-Ferment. Die reduzierte Co-Zymase kann (als ,,Holodehydrase‘‘) 
vom gelben Ferment reoxydiert werden. Das Dihydro-Co-Ferment 
(Ko H,) entsteht physiologisch aus dem Co-Ferment durch Reduktion 
nur, wenn es mit dem Zwischenferment (Z) zu einer reversibel disso- 
ziablen Verbindung gekuppelt ist [Negelein und Haas (4)]. 


Ko—Z+ R-COH + H,O = KoH,—Z+R-COOH. (a) 


Die Verbindung KoH,—Z ist verhaltnismaBig schwer oxydabel; 
so ist z. B. weder molekularer Sauerstoff noch Methylenblau imstande, 
die Dehydrogenierung des KoH,—Z durchzufiihren. Das gelbe Ferment 
(F) ist dagegen imstande, das KoH,—Z nach folgender Gleichung zu 
oxydieren : 

; F + KoH, —-Z = FH, + Ko—Z. (b) 

Wie unten gezeigt wird, ist auch das Cytochrom ¢ nur unter Ver- 
mittlung des gelben Ferments fihig, die Verbindung KoH,—Z zu 
oxydieren ; dies ist eine weitere Stiitze fiir die Annahme, daB die physio- 
logische Funktion des gelben Ferments gerade in der Dehydrierung des 
Dihydro-Co-Ferments bzw. der Dihydro-Co-Zymase besteht. Damit 
erhebt sich die Frage nach der physiologischen Oxydationsweise der 
Leukoverbindung FH,. Warburg und Christian zeigten, daB FH, 
autoxydabel ist nach der Gleichung 


FH, + O, = F + H,0,. (ce) 
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Allei dings ist es flaglich geblieben, ob die Gleichung (c) eine Reaktioi 
darstellt, die physiologisch in den Zellen vorkommt. Die Kleinheit de; 
in den Geweben herrschenden Sauerstoffdiucke spricht dagegen 
Andererseits ist die Méglichkeit einer Reoxydation des FH, durch 
andere Substanzen als molekularen Sauerstoff, z.B. dreiwertige- 
Fermenteisen, gegeben. Warburg und Christian schrieben 1933 (5): 

. kann die Sauerstoffiibertragung nicht die physiologische Funktion 
des gelben Ferments sein. Vielleicht wird das gelbe Ferment im Leben. 
wenn es zur Leukoform reduziert worden ist, in aeroben Zellen von 
Ferrieisen, in anaeroben von anderen Stoffen reoxydiert.“ Dieselbe 
Auffassung wurde iibrigens von denselben Verfassern schon 1932 ver- 
treten (6). 

Im Jahre 1934 lehnte Warburg indessen die Méglichkeit der Re- 
oxydation des FH, durch Ferrieisen in aeroben Zellen ab (7). ,,Dann 
miuBte in blausiurevergifteten aeroben Zellen die Oxydation des gelben 
Ferments gehemmt sein, was nach lichtelektrischen Versuchen mit Hefe 
nicht der Fall ist. Schaltet man in Backerhefe das Eisensystem durch 
Blausaiure aus, so daB man z. B. fiir die Wellenlinge der Cytochrom- 
banden lichtelektrisch aerob und anaerob keinen Unterschied in der 
Durchlassigkeit findet, so bleiben fiir die Wellenlangen der Banden des 
gelben Ferments Ausschlige beim Wechsel zwischen aeroben und 
anaeroben Bedingungen iibrig. Es geht daraus hervor, daB das gelbe 
Ferment in aeroben Zellen mit dem Eisensystem nicht verbunden ist, 
sondern frei neben ihm liegt. Hier iibertragt es — also auf einem Neben- 
weg — Sauerstoff, dessen Mengen jedoch klein sind gegen die Mengen, 
die auf dem Eisenwege reagieren.‘ 

Hierzu ist folgendes zu bemerken. Die experimentelle Bedingung 
,,aerob” wird durch dauernde Sattigung mit Luft oder reinem Sauerstoff 
geschaffen. Die dabei resultierenden Sauerstoffpartialdrucke von 
150 oder 760 mm Hg kommen nun physiologisch weder in Hefesuspen- 
sionen, noch in Geweben vor. Nun laBt sich iiber den Sauerstoff- 
partialdruck sogar in einer einzigen Zelle wohl kaum etwas aussagen, 
weil der Sauerstoffdruck von der Oberfliche der Zelle nach innen 
ein stetiges Gefille aufweisen diirfte. Man kann sich jedoch auf folgendem 
Wege eine gewisse Vorstellung iiber die durchschnittliche GréBe des 
Sauerstoffdruckes, z. B. im Muskelgewebe, bilden. Das Myoglobin ist 
bei 37° C und 3 bis 4mm O,-Druck mit O, halb gesattigt [Theorell (8)|. 
Man kann also annehmen, daB der Sauerstoffdruck physiologisch von 
dieser GréBenordnung ist. Millikan (9) hat neuerdings direkt gezeigt, 
da8 im lebenden Muskel der Oxygenierungsgrad des Myoglobins bei 
verschiedenen funktionellen Zustaénden wechselt, was die Richtigkeit 
obiger Annahme beweist. Erstens ist die direkte Reoxydation des F H, 
durch molekularen Sauerstoff bei diesen niedrigen Sauerstoffdrucken 
unwahrscheinlich, weil sie langsam verlaufen wiirde; andererseits war 
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der oben zitierte Versuch Warburgs mit Backerhefe kein sicherer Beweis 
vegen das physiologische Vorkommen einer Reoxydation des F H, durch 
lerrieisen. Man kénnte sich namlich folgendes denken: das F H, wird 
bei physiologischen, niedrigen Sauerstoffdrucken hauptsachlich von 
Ferrieisen reoxydiert. Bei héheren O,-Drucken kénnte die direkte 
Reoxydation des F H, mit O, mehr und mehr ins Gewicht fallen, so daB 
bei Blausiurehemmung des Ferricisensystems eine gewisse direkte 
Keoxydation durch O, nachweisbar wirde. Es erschien zur Klérung 
dieser Frage erwiinscht, die kinetischen Beziehungen zwischen mole- 
kularem Sauerstoff, dem Atmungsfermentsystem von Warburg und 
Christian und dem Cytochrom ¢ zu priifen. 


Experimentelles. 


In eine Kiivette (d lem) wurden folgende Lésungen gegeben: 
0,1 cem Co-Fermentlésung (= 20 y von einem Praparat, das ich der Freund- 
lichkeit Herrn O. Warburgs verdanke. Reinheitsgrad etwa 0,2 bis 0,3), 
0,025 ecem Zwischenfermentlé6sung (aus Hefe), 0,1 cem m/25 Blauséure und 
schlieBlich entweder 2,575 cem m/50 Natriumbicarbonatlésung oder 
2,475 ecem m/50 NaHCO, und 0,1 cem einer Lésung von reinem, gelbem 
Ferment (= 1,8 y, ber. als Lactoflavinphosphat, M = 456). Nach 10 Mi- 
nuten Stehenlassen an der Luft, wobei eine kleine Verunreinigung oxydiert 
wurde, wurde mit Sauerstoff oder Stickstoff oder Gemischen davon ge- 
sittigt. Danach wurden 0,2 ccm einer Lésung von reinem Cytochrom e 
{[Theorell (10) (11)] in n/50 HCI zugegeben und schnell durchgemischt. Die 
Konzentration der zugesetzten Cytochromlésung betrug durchschnittlich 
3,75 + 10-7 Mole/eem, die resultierende Konzentration im Gemisch also 
etwa 2,5-10-8 Mole/eem. Die Aufbewahrung des Cytochroms in ver- 
diinnter Salzsiure ist deshalb vorteilhaft, weil es dann stets 100° ig 
oxydiert ist; Cytochrom c ist bekanntlich bei saurer Reaktion autoxydabel. 
Nach Zusatz der Cytochromlésung wurde die Lichtabsorption _ bei 
550 my (Maximum der «-Bande) lichtelektrisch verfolgt. Es stellte sich 
heraus, daB ein kleinerer Teil des Cytochroms rasch reduziert wurde; nach 
6 bis 15 Minuten war die Lichtabsorption wieder konstant oder anderte sich 
jedenfalls sehr langsam. Nun wurde das Substrat, 0,05 cem einer 0,3 mol. 
Lésung des Kaliumsalzes des als Ca-Salz rein kristallisierten Robison-Esters, 
unter kraftigem Durchstrémen des Gases zugesetzt. Die Lichtabsorption 
bei 550 mz wurde durch Ablesungen verfolgt. 


In dem beschriebenen System war die Menge des Zwischenferments 
der geschwindigkeitsbestimmende Faktor, d.h. es konnte pro Zeit- 
einheit maximal eine der Menge des Zwischenferments proportionale 
Menge von KoH,-Molekiilen gebildet werden. Es war unter diesen 
Verhaltnissen fiir die Reaktionsgeschwindigkeit gleichgiiltig, welche 
Oxydationsmittel fiir KoH, gewahlt wurden, vorausgesetzt, daB sie 
hinreichend schnell oxydierten. Im vorliegenden Falle wurde die 
Messung der maximal erreichbaren Reaktionsgeschwindigkeit nach 
Zusatz von gelbem Ferment und Sauerstoff manometrisch ausgefiihrt. 
Das pu bei 22° war in allen Versuchen = 7,35. 
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Versuch 1. Manometrische Bestimmung inkegelférmigen Warbur; 
GefaBen. 


22°C. Sauerstoff. Das K-Hexosemonophosphat (,,Monosaure*‘) bei ¢ 
aus dem Anhang eingekippt. 





Kinsatz: 0,2 cem Kalilauge | ~- - 
Hauptraum: 2,50 cem m/50 | 2,40cem = 2,35ecem 2,30 cem 2,0 cen 
NaHCO, NaHCO, NaHCO,) NaHCO; | NaHCO 
0,2 cem n/50 HCl -- - - 
0,1 cem Co-Fermentlésung - - -- — 
0,10cem 0,15cem | 0,20cem | 0,50 cen 
Z-lésung | Z-lésung | Z-lésung = Z-losun, 
0,1 cem n/25 HCN -— = 
0,1 eem gelbes Ferment 
Anhang: 0,05 ecm 
»Monosiure“ 
1,5 
2,2 


Der Versuch zeigt, daB die Reaktionsgeschwindigkeit bis 0,2 cem Z 
der Z-Menge proportional ist. Es berechnet sich als Mittel aus den 


30 Minuten-Werten II bis IV nach Abzug der ohne Z aufgenommenen 
Menge eine Sauerstoffaufnahme von 0,408cmm pro Minute und 
0,l cem Z, also fiir die bei den optischen Vetsuchen mit Cytochrom ¢ 
angewandte Menge, 0,025cem Z und 0,102 cmm QO, pro Minute oder 


9 
sun isi = 0,455 - 10-8 Mole Q, pro Minute. 

Der Absorptionskoeffizient des oxydierten Cytochroms c_ bei 
550 my ist = 2,20 - 10’, derjenige des reduzierten bei derselben Wellen 
lange ist =- 647-107 (11). Eine Erhéhung des In J,/J, bei d = 1 cm, 
von 4,27- 107 bedeutet also, da8 1 Mol oxydiertes Cytochrom ¢ pro 
1 cem reduziert worden ist, oder pro 3,05 ccm 3,05mal soviel. 


Versuch 2a. Anaerob mit gelbem Ferment. 22°C. 


2,475 com m/50 NaHCO,+0,10 eem Co+0,025 Z+-0,1 eem n/25 HCN 
+ 0,1 cem gelbes Ferment (mit 1,8 y Lactoflavinphosphat). Nach 10 Minuten 
an der Luft wurde mit reinem Stickstoff gesattigt und 0,2 cem Cytochrom 
in n/50 HCl (= 7,84 + 10-®Mole) zugesetzt. Ein Teil des Cytochroms wurde 
schnell reduziert; nach 16 Minuten herrschte wieder Gleichgewicht, und 
In J,/? war = 0,88, woraus sich berechnen liBt, daB 29% des Cytochroms 
als reduziert, 71° als oxydiert vorlagen. Nun wurden 0,05 cem ,,Mono 
siure’ zugesetzt. 
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Die Lichtabsorption bei 550my zeigte die folgenden Anderungen: 





Reduziert Reduziert 

Mole , yom Zeit Mole _ vom 
In Jo/i)  reduziertes Gesamt- in In Jo/I—_- reduziertes Gesamt- 
Cytochrom ¢ ytochrom Min. Cytochrom ¢  °Ytochrom 


)/ i) 
%lo °lo 


0,867  2,27-10-8 29,0 83,91 | 1,82 5,51 -10-8 703 

: 0,952 2,88 36,8 4,99 | 1,37 5,86 74,8 
1,89 | 1,10 3,93 50,1 545 1,41 6,20 79,0 
2,93 1,23 4.86 62,0 40 1,44 6,37 81,3 





Bis zu 2,93 Minuten verlief die Zunahme des reduzierten Cytochroms 
veradlinig mit der Zeit. Es wurden in dieser Zeit 0,486 —- 0,227 (Zeit 0) 


2,59 - 10-8 Mole Cytochrom reduziert; also pro Minute 0,883 - 10-8 Mole. 


Versuch 2b. Wie Versuch 2a; anaerob mit gelbem Ferment. 22°C. 

10 Minuten nach Zusatz des Cytochroms war In J,/J konstant und 

0,860 (25.6% reduziert), wonach 0,05cem ,,Monosaure zugesetzt 
wurden. 





Zeit Reduziert Zeit Reduziert 
in Min. Mole vom in Min. Mole vom 
nach In J/I reduziertes Gesamt- nach | In Jo/I reduziertes Gesamt- 

dem Cytochrom ¢ ¢ytochrom dem Cytochrom ¢ | ¢ytochrom 
Zusatz 0 Zusatz 


0 


Oy 


0 0,847 | 2,00- 10-8 25,6 4,20 | 1,31 | 5,31-10—-8 67,7 
0,82 0,954 | 2,76 35,2 5,26 | 1,32 | 538 68,7 





1,91 | 1,09 | 3,74 47,7 7,30 | 1,84 | 5,52 70,4 


3,00 1,20 4,52 57,7 75 1,59 | 7,31 93,3 
Der Versuch 2b zeigte, ebenso wie Versuch 2a, eine waihrend der 
ersten 3 Minuten praktisch konstante Reaktionsgeschwindigkeit. In 
),82 Minuten wurden 0,76- 10-8 Mole, oder 0,927-10°5 pro Minute, 
reduziert:; in 1,91 Minuten 0,174 Mole = 0,911-10% Mole pro 
Minute; in 3 Minuten 0,252 - 10-* = 0,840 - 10-8 Mole/Minute. Da der 
3-Minutenwert nach graphischer Beurteilung etwas zu _niedrig ist 
(Abb. 1), diirfte es am richtigsten sein, die Reaktionsgeschwindigkeit 
- 0,91 - 10-8 Mole Minute zu setzen. Aus den Versuchen 2 und 3 


ergibt sich als Mittel 0,90 - 10 8 Mole Cytochrom ¢ pro Minute. 
Nach den Formeln 
FH, + 0, = F + H,0, 
und 
2 Fe OH + FH, = 2Fe’ + 2H,O + F 
ist zu erwarten, daB 1 Mol O, (manometrisch gemessen) 2 Molen Cytochrom 
0.90 - 10-8 
0,455 - 10-8 
= 2,0 Mole Cytochrom ¢ (anaerob reduziert) pro 1 Mol O, (aerob ohne 
Cytochrom aufgenommen). 


entspricht. In Ubereinstimmung damit wurde gefunden: 
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Versuch 3a. 
Wie Versuch 2a und 2b, mit dem Unterschied, daB anstatt mit Stic! 
stoff mit 5° Sauerstoff + 95% Stickstoff gesaéttigt wurde. (Sauerstot 


partialdruck 38 mm.) 
diertem Cytochrom ¢ war nach 


,, Monosaure‘‘ 


10 Minuten erreicht, 
zugesetzt wurden. 


Das Gleichgewicht zwischen reduziertem und ox, 


wonach 0,05 cc: 





Zeit Reduziert 
in Min. Mole _ vom 

nach Jn Jo] reduziertes Gesamt- 

dem Cytochrom « cytochrom 
Zusatz om 


0 0,941 
0,67 | 1,043 
1,78 | 1,132 
3,21 | 1,250 


2,68 - 10-8 34, 
3.41 43! 
4.04 51,£ 
4,89 32, 


Zeit 
in Min. y 


nach In Jo/t redu 
dem 
Zusatz 


4,01 

5,03 

6.45 
74,0 


1,346 
1,39 
1,39 
1,39 


5,89 
5.89 
5,89 





Cytochrom ec 


5,57 - 


Reduziert 
fole vom 
ziertes Gesamt- 
eytochron 

0) 


10- 


1 Ot 


~Int~s 
bo bo bo 


Die Reduktion verlief bis zu 4,01 Minuten geradlinig. In diese: 


Zeit wurden 5,57 2.68 
Minute also 0,72 .10°-8 Mole. 


Vers 


uch 3b. 


2,89 . 10-8 Mole Cytochrom reduziert ; pri 


Die Wiederholung des Versuchs 3a ergab folgende Werte: 





Mole 
reduziertes 
Cytochrom ¢ 


Minuten nach 
Zusatz der 


In Io/I 
. Monosiure* 


0 0,966 
0,66 1,041 
1,76 1,150 


2,86 - 10-8 
3,40 
4,18 


Mole Cytochrom, reduziert pr 


- 10-8. 


Anaerob war die 


Minuten nach 
Zusatz der 
»Monosi&ure* 


In J 


2,92 
3.83 
6,05 
“ 5,63 
o Minute: 
3,83 


1,260 
1,353 
1,360 


2,86 


Mole 
a}T reduziertes 
Cytochrom ¢ 


4,96 - 10-8 
5,63 
5,68 


10-8 0,72 


Reduktionsgeschwindigkeit des Cytochroms 
= 0,90 - 10-8 Mole/Minute; mit 5° Sauerstoff 0,72-10-8 oder 80°, 
der ,anaeroben Geschwindigkeit. 


Versuch 4. 
Reaktionsmischung wie in den Versuchen 2 bis 3; Sattigung mit Lv/t. 
Temperatur 22°C. 7 Minuten nach dem Zusatz des Cytochroms (8,21 
- 10-8 Mole) war die Lichtabsorption bei 550m, konstant, worauf die 
, Monosiaure** zugesetzt wurde. 





Min. 
nach 
Zusatz 
der 
.Mono- 
sure“ 


0 

1,62 
3,87 
5,24 
6,23 
7,30 


In Io/f 


0,860 
0,975 
1,092 
1,172 
1,223 
1,284 


Mole 
reduziertes 
Cytochrom ¢ 


1,91 - 10~8 
2.83 
3,57 
4,14 
4.50 
4,94 


Vom 
Cytochrom 
reduziert 


Min. 
nach 
Zusatz 
der 
.Mono- | 
siure” | 
8,33 
9,70 
10,53 
11,93 
14,50 





In Jo 1 


Mole 
reduziertes 
Cytochrom ec 


oro 
“II ~) ee 
“InAIDO Oo CO 


oro 


Vom 
Cytochrom 
reduziert 


- 10-8 
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Die Reduktion verlief mit praktisch konstanter Geschwindigkeit 


: 4,94 1,9] ‘ 
is 7,30 Minuten. Es wurden - 10-8 = 0,415 - 10-8 Mole 
é 


0,415 
pro Minute reduziert, d. h. die Geschwindigkeit in Luft betrug > 00 
46 % der anaeroben Geschwindigkeit. 

Der Versuch wurde mit der vierfachen Menge Z (0,10 cem) wieder- 
holt; es wurde dabei erwartungsgemaB die vierfache Menge, namlich 
1.7- 10-8 Mole Cytochrom pro Minute reduziert. 

Versuch 5. Wie Versuch 4, aber Sauerstoff anstatt Luft. 0.025cem Zer- 
0,278 
0,90 

31%, der anaeroben Geschwindigkeit. 0,115cem Z ergaben 0,129 
- 10-7 Mole/Minute (31° der anaeroben Geschwindigkeit ). 


gaben eine Reduktionsgeschwindigkeit von 0,278-10> Mole /Minute, d. h. 


Versuch 6. Ohne gelbes Ferment. 

a) Anaerob. Reaktionsmischung: 2,575 eem + 0,10 cem Co-Ferment- 
losung + 0,025cem Z + 0,leem m/25 HCN. Nach 10 Minuten Stehen 
an der Luft wurde mit Stickstoff gesattigt und 7,84 - 10-8 Mole Cytochrom ¢ 
zugesetzt. Dabei stellte sich heraus, da die Lichtabsorption bei 550 my 
nicht absolut konstant wurde, sondern eine kleine, pro Zeiteinheit konstante 
Zunahme zeigte. Die Reduktionsgeschwindigkeit war = 0,038 - 10-8 Mole 
Cytochrom pro Minute. Nach Zusatz von 0,05 cem ,,Monosiéure™ stieg die 
Reduktionsgeschwindigkeit auf 0,084-+ 10-8 Mole/Minute. Die Zunahme 
war also 0,046 + 10-8 Mole/Minute oder 5,1°% der anaeroben Geschwindig- 
keit mit gelbem Ferment. e 

b) 100% Sauerstoff. Wie a), aber O, statt N,. Die Reduktions- 
geschwindigkeit vor Zusatz der ,,Monosaure‘S war wie im Versuch 8a 

0,038 - 10-8 Mole/Minute. Danach stieg die Geschwindigkeit auf 0,063 
- 10-8 Mole/Minute. Zunahme = 0,025+10-*Mole pro Minute = 2,8°% der 
anaeroben Geschwindigkeit nach Zusatz von gelbem Ferment. 


Versuch 7, bei héherer Temperatur, nimlich 31° C. Reaktionsmischung 


wie friiher, mit 0,025 cem Z. 

a) Mit gelbem Ferment, 0,1 com, N,. Die Reduktionsgeschwindigkeit 
war vor Zusatz der Monosadiure = 0. Nach dem Zusatz 1,42. 10-5 Mole 
Cytochrom/Minute, also 58% héher als bei 22°. 

b) Mit gelbem Ferment, 0,1 com, Luft. Reduktionsgeschwindigkeit nach 
Zusatz der Monosiure = 0,70 + 10-8 Mole Cytochrom/Minute oder 49° 
der anaeroben Geschwindigkeit. 


ce) Ohne gelbes Ferment, anaerob. Die Zunahme der Reduktionsgeschwin- 
digkeit nach Zusatz der ,,Monosiure betrug 0,074 + 10-8 Mole/Minute 


= 5,2% der Geschwindigkeit mit gelbem Ferment. 


d) Ohne gelbes Ferment, Luft. Die Zunahme der Reduktionsgeschwindig- 
keit nach Zusatz der ,,Monosaure* war 0,016 + 10-8 Mole/Minute = 1.1% 
der Geschwindigkeit unter anaeroben Verhaltnissen und mit gelbem Fer- 
ment (a). 
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Die Abb. | bis 5 zeigen die Versuche 2b, 3a, 4, 5 und 6 in graphisch, 
Darstellung. 
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Erérterung der Ergebnisse. 

Die Versuche wurden so angelegt, daB (mit 0,025 cem Z und bei 
22°C) pro Minute 0,455- 10-8 Mole hydriertes Co-Ferment in dem 
Reaktionsgemisch gebildet werden konnten. Es wurden drei denkbare 
Keoxydationswege dieses Ko H, untersucht und miteinander verglichen. 

1. KoH, + F = Ko + FH,; 
FH, + 0, = F+ H,0,. 
2. KoH, + F = Ko + FH,; 
FH, + 2Fe"OH = F + 2Fe* + 2H,0. 
3. KoH, + 2 Fe OH = Ko + 2Fe’ + 2H,0. 

Es zeigte sich nun, daB die Reaktion nach der Formel 2 glatt 
verlauft, wie dies fiir die Reaktion 1 friiher bekannt war. Die Reaktion 3 
dagegen verlief in den Versuchen duBerst langsam; wahrscheinlich 
kommt sie gar nicht nach der Formel 3 zustande. Das Zwischen- 
fermentpraparat (dargestellt durch Fallung aus Lebedew-Saft) enthielt 
sicher kleine Spuren vom gelben Ferment, die wohl fiir die langsame 
Reaktion, scheinbar gema8 3, verantwortlich zu machen sind. Dafiir 
spricht der Umstand, daB die (scheinbare) Reaktion 3 vom Sauerstoff- 
partialdruck abhangig ist. 

Ks ist also als sichergestellt zu betrachten, daB das Cytochrom e sich 
qualitativ wie Sauerstoff und Methylenblau verhalt. Hs kann die Leuko- 
jorm des gelben Ferments oxydieren, nicht aber das hydrierte Co-Ferment. 

Offenbar gibt es also in einer eisenfermenthaltigen, lebenden Zelle 
wenigstens zwei Reoxydationsmittel fiir das Leukoferment, F H,: den 
molekularen Sauerstoff, wobei nach der Formel 1 Wasserstoffsuper- 
oxyd gebildet wird, und das oxydierte Cytochrom c, wobei nach der 
Formel 2 Wasser entsteht. Das Ziel der Arbeit war, zu untersuchen, 
welcher von den beiden Wegen unter physiologischen Bedingungen der 
bevorzugte ist. Da es sich zeigte, daB die Konzentration des oxydierten 
(‘ytochroms ¢ innerhalb weiten Grenzen belanglos ist — die Reduktion 
des Cytochroms verlief zum gro8en Teil mit konstanter Geschwindigkeit 
fast so lange, wie iiberhaupt méglich, vgl. unten —, so geniigte es fiir 
unseren Zweck, die Reduktionsgeschwindigkeit des Cytochroms bei 
verschiedenen Sauerstoffdrucken und Temperaturen zu messen. 

Es wurde in dem Reaktionsgemisch pro Zeiteinheit eine gewisse 
Menge von FH, den beiden Oxydationsmitteln O, und oxydiertem 
Cytochrom c¢ ausgesetzt. Die GréBe des vom Cytochrom oxydierten 
Anteiles des F H, konnte fiir verschiedene O,-Drucke optisch bestimmt 
werden. Es ergaben sich die folgenden Werte: 





%o von FHoa, | 9 von FHo, 
oxydiert von | oxydiert von 
Cytochrom ¢c | Sauerstoff 


% 9 von FH», | °/9 von FH», 
oxydiert von | oxydiert von 
Cytochrome | Sauerstoff 


Sauerstoff- 
* partialdruck 


Sauerstoff- 
partialdruck 


0) (Ng) 100 ) 150 (Luft) 46 
38 (5% Oy) 80 20 760 (Oo) 31 69 
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Man ersieht aus der obigen Tabelle, daB unter dem in den Gewebszelle 
physiologisch herrschenden O,-Partialdrucken die Reoxydation des gelbev 
Ferments durch Sauerstoff verhdltnismapig sehr klein sein muB. Das 
gelbe Ferment produziert demgemaB physiologisch fast gar kein Wasserstof; 
superoxyd. 

Weiter ist hervorzuheben, daB die Werte fiir die Reoxydation dure), 
Cytochrom c Minimalwerte sind, da infolge der Anwesenheit der Blau. 
sure keine Katalasewirkung vorhanden war. Das durch die Reoxydation 
des F H, durch O, gebildete Wasserstoffsuperoxyd kann also eine gewisse 
Oxydation von reduziertem Cytochrom herbeigefiihrt haben, wodurch 
die Reduktionsgeschwindigkeit des Cytochroms vielleicht etwas zu 
niedrig ausgefallen ist. 

Man darf weiter nicht vergessen, daB die geschilderten Versuche, 
obgleich sie ausschlieBlich mit ,,physiologischen‘’ Substanzen aus- 
gefiihrt wurden, insofern unphysiologisch sind, als das Cytochrom in 
Lésung untersucht wurde, wahrend.es in der lebenden Zelle in de: 
Zellstruktur verankert ist. Indessen diirfte man sich wohl in der An- 
nahme nicht irren, daB die Strukturverankerung eher eine Lrhéhuny 
als eine Herabsetzung der Reaktionsgeschwindigkeit erzielt; und wenn 
dies zutrifft, miissen die richtigen Prozentwerte fiir den Cytochromweg 
der Reoxydation des F H, in den Zellen noch hoher als die gefundenen 
liegen. 

Ogston und Green (12) berechneten fir Cytochrom e¢ in vitro eine 
maximale Wechselzahl von nur 36 (mit Lactat, Milchsiuredehydrase, 
Co-Ferment, ,,[Indophenoloxydase“, Cytochrom ¢ und reinem Sauer- 
stoff), wihrend Warburg die Wechselzahl des Cytochroms ¢ in lebenden 
Hefezellen zu 4000 berechnet. 

Die Versuche von Ogston und Green sind zwar mit denjenigen des 
Verfassers nicht direkt vergleichbar. Sie setzten kein gelbes Ferment 
hinzu und untersuchten die Ubertragung iiber Cytochrom c, nicht die 
teduktionsgeschwindigkeit. Die von Ogston und Green gefundene 
niedrige Wechselzahl in vitro spricht wohl doch am ehesten dafiir, dali 
die Zellverankerung der Haminfermente eine Erhéhung der Reaktions- 
geschwindigkeit he: beifiihrt. 

Die Reduktion des Cytochroms ¢ verlief (s. Abb. 1 bis 4) zuerst 
geradlinig, hérte aber plétzlich auf, bevor 1lOO°%,ige Reduktion 
eingetreten war. Diese Erscheinung kommt folgende:maBen zustande: 
Das Redoxpotential £, des Cytochroms ¢ ist, berechnet nach Green (15), 
bei 22°C und py 7,35 = + 0,090 Volt, dasjenige des gelben Ferment: 
unter denselben Bedingungen nach Kuhn und Boulanger (16 

- — 0,077 Volt. Wenn die Keduktion des Cytochroms nicht fort- 
schreitet, miissen oxydiertes und reduziertes Cytochrom  einerseits. 
gelbes Ferment und Leukoferment andererseits, dasselbe Potentia! 
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haben. Im Versuch 3a z. B. blieb die Reduktion bei 75°, stehen. 
Danach berechnet sich das Potential des Cytochroms zu +- 0,062 Volt. 
Entsprechend berechnet man fiir das gelbe Ferment das Verhaltnis 
oxydiert /reduziert : 
Ox 0,077 + 0,062 ‘ Ox on 
log Red 0,058 4, Red — 

Das heiBt, der UberschuB an gelbem Ferment war so groB, dab 
nur 0,4°%, davon in der reduzierten Form vorlagen. Die Wechselzahl 
des gelben Ferments war == 1,1 pro Minute, weil das Reaktionsgemisch 
0.4:10-8Mole gelbes Ferment enthielt, und 0,455- 10-8 Mole pro 
Minute reduziert und reoxydiert wurden. Die niedrige Wechselzahl 
rihrt daher, daB viel gelbes Ferment und wenig Zwischenferment vor- 
handen war. Unter streng anaeroben Bedingungen hatte die Reduktion 
des Cytochroms geradlinig bis zu 100°, verlaufen miissen. Dies war 
nicht der Fall, wahrscheinlich weil Sauerstoffspuren in der Lésung 
zuriickgeblieben waren. Je nachdem diese Spuren allmahlich auf- 
gezehrt wurden, naherte sich die Reduktion 100°, (Versuch 2b). 

Es scheint also, daB das gelbe Ferment physiologisch als ein 
Zwischenglied zwischen Cytochrom und Co-Ferment-(Co-Zymase-) 
Zwischenfermentkomplex wirken kann. 

Nach Haas (13) geht die gesamte Atmung (der Hefe) iiber Cyto- 
chrom c. Man darf indessen aus dieser Tatsache nicht den SchlubB 
ziehen, daB die gesamte Zellatmung auch iiber das gelbe Ferment ginge. 
Der Versuch von Warburg, der oben, 8S. 318, zitiert wurde, beweist das 
Gegenteil, wenigstens fiir Backerhefe. Der Verfasser wiederholte 
Warburgs Versuch mit Hefesuspensionen von verschiedenem Substrat- 
gehalt. Es zeigte sich, daB man sogar in Hefesuspensionen, die so lebhaft 
atmen, daB die Cytochrombande 550 my auch von durchstrémendem 
Sauerstoff nicht zum Verschwinden gebracht werden kann, nach Blau- 
siurevergiftung die aerob und anaerob verschiedene Durchlassigkeit 
bei der Bande des gelben Ferments nachweisen kann. Der Versuch 
beweist nicht, daB das gelbe Ferment physiologisch mit dem Ferment- 
eisensystem nichts zu tun haben kénnte: aber er beweist, daB nur 
ein Teil der Zellatmung iiber das gelbe Ferment geht, und zwar 
ungefaihr so viel, wie nach Blausdurevergiftung tibrigbleibt. Nach der 
Blausdurevergiftung ist die Atmung so klein, daB es nun méglich ist, 


die Suspension mit Sauerstoff zu sattigen: danach ist die direkte Re- 
oxydation des gelben Ferments durch Sauerstoff hinreichend, und die 


Bande des oxydierten gelben Ferments erscheint. 

Es bleiben immer noch wesentliche Punkte betreffs der physiologi- 
schen Funktion des gelben Ferments unaufgeklart. Es scheint sicher- 
gestellt, daB es fiir die Reoxydation der hydrierten Co-Fermente not- 


Biochemische Zeitschrift Band 28. 99 





328 H. Theorell. 


wendig ist. Ogston und Green (12) sowie Euler und Adler (14) nehmen 
an, daB es in der Dehydrogenierung wenigstens der folgenden Substrate 
teilnimmt: Hexosemonophosphat, Alkohol, Glucose, Apfelsdure, Milch 
siure, Citronensdure und Hexosediphosphat. Wenn dies zutrifft, wird 
es schwer verstandlich, daB der iiber das gelbe Ferment gehende Tei! 
der Zellatmung nur Bruchteile eines Prozentes betragt (nach Warburg). 
Moglicherweise spielt das gelbe Ferment eine Rolle bei der Gdruny. 
v. Euler, Adler und Hellstrém meinen neuerdings (17), daB es als ein 
Wasserstoffiibertrager zwischen an verschiedenen Dehydrasen gebun- 
denen Co-Fermenten wirken kénnte. 
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Trehalose und Hefe. I. 
Von 
K. Myrbiick und B. Ortenblad. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 24. September 1936.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


1. Darstellung von Trehalose aus Prefbhefe. 

Bei Arbeiten iiber Selbstgiarung und Glykogengehalt der Hefen 
konnte festgestellt werden, daB schwedische Prebhefe neben geringen 
Mengen von durch Trockenhefe vergarbaren héheren Kohlenhydraten 
grobe Mengen (10°, und mehr vom Trockengewicht) eines niedrig- 
molekularen, nicht reduzierenden, durch Trockenhefe vergirbaren 
Kohlenhydrats enthalt. Das Kohlenhydrat konnte in reiner, wohl- 
kristallisierter Form isoliert und als Trehalose identifiziert werden (1). 
Gleichzeitig hatten Steiner und Cori (2) Trehalose aus amerikanischer 
Hefe gewonnen und schon friiher hatte Tanret (3) den Zucker in 
franzGsischer PreBhefe nachgewiesen. Weitere Arbeiten iiber Trehalose in 
Hefe siehe (4). Wir wollen hier eine von uns ausgearbeitete sehr einfache 


Methode zur Gewinnung gréBerer Mengen reiner Trehalose beschreiben. 
Da die PreBhefe billig und iiberall leicht zu beschaffen ist, diirften die 


friher angewandten Ausgangsmaterialien kiinftig keine Bedeutung 
mehr haben. Da die meisten PreBhefen (Lufthefen) gegenwartig aus 
demselben Material (Melasse und Salzen) und nach ungefahr denselben 
Methoden hergestellt werden, ist anzunehmen, da®B PreBhefe iiberall 
Trehalose enthalt. Unsere Methode ist folgende: 


lkg 25° iger PreBhefe wird ein paar Minuten mit 2,5 Liter 95 °,igem 
Alkohol geriihrt, bis alle Klumpen zerfallen sind. Dann wird sofort abgesaugt 
und der Kuchen mit etwa 70° ,igem Alkohol gewaschen. Die Filtrate 
werden in geeigneter Weise auf etwa 300 ccm eingeengt und mit etwa 150 cem 
einer 25° igen Lésung von HgSO, in 10° H,SO, versetzt. Unter Turbi- 
nieren wird dann BaCO, zugesetzt, bis die Mischung dauernd neutral 
wird (5). Man saugt ab und wascht mit Wasser nach. Die Filtrate werden 
mit H,S entquecksilbert, geliiftet, mit Tierkohle behandelt und auf etwa 
100 cem eingeengt. Bei 20 bis 25° werden 800 cem 95°,igen Alkohols zu- 
gesetzt. Entsteht dabei ein Niederschlag, so wird er beseitigt. Das ganz 
klare Filtrat wird mit Trehalose geimpft (nicht absolut notwendig) und in 
den Eisschrank gesetzt. Langsam aber schon kristallisiert die Trehalose 
aus. Die Kristalle sind oft schon jetzt beinahe rein. Sie werden aus Wasser- 
Alkohol umkristallisiert und ganz rein gewonnen. Ausbeute aus schwedischer 
PreBhefe bis 25g. Die Kristalle enthalten (auch wenn sie aus 80 °(igem 
Alkohol gewonnen sind) 2 H,O. Sie schmelzen im Kristallwasser bei 96°, 
bei iiber 100° wird die Schmelze wieder fest und schmilzt dann erst bei 205 


22* 
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bis 207°. Die Drehung der 2- bis 20 °oigen Lésung im Hg-Licht mit K,Cr,O-- 
Filter betrug | ony 187,4°. 

Noch einfacher, aber mit schlechterer Ausbeute, kann die Trehalos: 
aus Trockenhefe gewonnen werden. Die PreBhefe wird weiter geprelit, 
durch ein Sieb getrieben und an der Luft getrocknet. Die etwa 95° ive 
Hefe wird fein gemahlen und mit 90°,igem Alkohol ausgekocht. Aus 
dem mit Tierkohle entfarbten Filtrat kristallisiert allmahlich die Tre- 
halose direkt aus. Sie wird wie oben umkristallisiert. 


2. Verhalten lebender Hefe zu Trehalose. 

A. PreBhefe. Die PreBhefe, die also viel Trehalose (oft bis 14°, 
des Trockengewichts) enthalt, vergart, mit Wasser bei 30° aufbewahrt. 
diese Trehalose nicht oder auBerordentlich langsam. Aus 1g Hefe 
erhielten wir z. B. in 50 Stunden einige Zehntel cem Gas, die wahr- 
scheinlich gar nicht aus der Hefe stammten (siehe auch die Tabellen | 
bis III). Dies Verhalten ist eigentiimlich, da die Hefe, wie unten gezeigt 
wird, uber ein Enzymsystem zur Vergarung der Trehalose verfiigt. 
Zum Vergleich kann auch angefiihrt werden, daB ‘Brauereihefe unter 
denselben Bedingungen ihre Reservekohlenhydrate (hauptsdachlich 
Glykogen) vergirt. Beim Aufbewahren der PreBhefe wird die eigene 
Trehalose, jedoch sehr langsam, veratmet. PreBhefe, die 1 Monat im 


+- 7 


Kisschrank bei etwa + 7° gelegen hatte und noch volle Garkraft besab, 


enthielt noch 7°, Trehalose. Schiittelt man die PreBhefe mit Luft im 
Warburg-GefaB, so findet man in nicht zu Jangen Zeiten oft keine mel}- 
bare Atmung, wahrend dieselbe Hefe unter denselben Verhaltnissen 
Glucose und Alkohol usw. sehr schnell verbrennt. In anderen Fallen 
aber, und dies diirfte wohl mit dem Nahrungszustand der Hefe zu- 
sammenhangen, zeigt die PreBhefe eine deutliche ,,Eigenatmung™. 
Djese wird durch Zusatz von Trehalose nicht gesteigert. In Glucose- 


lisung dagegen ist die Atmung viel gréBer. 


Beispiel: In jedem Gefai8B 2 ccm Hefesuspension in 0,03 mol. Phosphat. 
30°. Die Zahlen in der Tabelle bedeuten cmm Sauerstoff verschwunden 
bzw. Gaérungs-CO, entwickelt. 





Hefe . SU Te ae Fl nt 
Atmung + 10 mg Glucose . 
| + 10 ., Trehalose 


Garung {| Hefe. .. oe ae 
| + 10 mg Trehalose . 

Bei Versuchen iiber die Vergirung zugesetzter Trehalose durcli 
frische PreBhefe haben wir wechselnde Ergebnisse erhalten. Im all 
gemeinen tritt eine langsame Vergirung ein, in anderen Fallen in 
nicht zu langen Zeiten keine Gasentwicklung. Es scheint, als ob div 
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PreBhefe, wie wir sie aus der Fabrik bekommen, in dieser Beziehung 
verschieden sein kann: nach einer Periode, in der keine Trehalose- 
vergarung beobachtet werden kann, folgt eine Periode (vielleicht 
Monate), in der die PreBhefe die zugesetzte Trehalose regelmabig 
vergart. Vgl. Aluyver (4). Beispiele: 
a) 3. Dezember 1935: 
0,2 g¢ PreBhefe + 4cem H,O 
0,2 g on +4 ,, H,O-+ 0,1 g Trehalose 
0,2 ¢ we +4 , H,O+ 0,1lg = + O,1 g Glucose 
Nach 20 Stunden im dritten Versuch volle Vergirung der Glucose, 
sonst itiberhaupt keine Gasentwicklung. 


b) 8. Januar 1936: 
Tabelle I. 





cem CQO, nach 
50’ | 95’ | 130’ 160’ | 230° 
0,25 ¢ Prebhefe + 2ccm H,O.. . ; 0.9; 0,0 00 0,0) 0,0 
2 


0,25 ¢ Fs +2 » } “‘Trehalose . 03/1 05 05: 0.5 05 
0,25 g Pi +2, ‘a ,lg Glucose. . 2,5 8,5 |16,0 20,8)21.4 21,4 


c) 5. Juni 1936: 
Tabelle II. 





eem CQO. nach 


330° 1200° 


0,2 ¢ PreBhefe + 2ccm H,O.......... O, 0,2 
0,2 ¢ iu en » + 0,1 g Trehalose . , 6 , 3, 9.9 


d) 18. September 1936: AuBer reiner Trehalose wurde auch ein stark 
trehalosehaltiger Kochsaft aus PreBhefe gepriift, der von Trockenhefen stark 
vergoren wird. 

. 0,2 g¢ PreBhefe + 4 ccm Wasser 

2. 0,2¢ vs — - e 
. 0,2¢ a 4 » Extrakt 
. 0,22 " + ‘3 ve 

l g - . Wasser 
1 4 ad i + Ol g is 
Lg A i O,l g ; + Phosphatpuffer 
1 


0,1 g Trehalose 


O,l g 


Extrakt 





Tabelle ITI. 


eem CQ» nach ecm CO, nach 


200° 250’ 300° 345’ = 1200’ 130’ 200° 25 800° 345’ —s-: 1200" 





00 00/00 00 oo ]5 00 00 —. - + 08 
0,6 | 13 | 1,7 | 20 | 8216.) 30| 43 | - 7 
00 00 00 02 63147. 00 00 

00 00 02 O05 76/8 14 18 
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Es scheint also, als ob Puffer und andere Zusatze eine Hemmung 
der Garung oder wenigstens eine verlangerte Induktion bedingen 
Man kann sich vorstellen, daB die wechselnden Ergebnisse mit Pret} 
hefe durch eine Veranderung der Permeabilitét der Zellen verursacht 
werden. Auch wenn mit der frischen PreBbhefe keine Trehaloseve: 
girung beobachtet werden konnte, wurde eine gute Vergarbarkeit mit 
Trockenhefe aus derselben PreBhefe gefunden. Unter allen Umstiander 
enthalt also die PreBhefe das notwendige Enzymsystem (siehe unten! 

B. Brauereihefe (Unterhefe). Eine sorgfaltig gewaschene, glykogen 
arme Unterhefe (die in diesem Laboratorium oft angewandte Hefe Hh 
wurde in Wasser suspendiert. Zu den folgenden Versuchen etwa 0,2 g¢ Hef: 
2 cem. 


9. Januar 1936: 


in 


Tabelle IV. 





eem CO» nach 
Zusatz 
20’ 3E j 120’ * 285’ 305’ 315’ 1100 
Ohne Zucker. 0,2 4- 05 0,8 - — 1.3 
0,1 ¢ Trehalose 0,3 x 1,2 6,0 6,6 ~ 7,0 21,0 
O.lg Glucose. 4,5 : 19.2 243 — _ 24,8 


5. Juni 1936: 0,1 g frische Hefe (je zwei Parallelproben). 
Tabelle V. 





eem COg nach 


Zusatz . as 
10’ 20’ F ‘| 98’ | 110’ | 140’ | 370" 250’ 310’ 370’ 550’ 


Ohne Zucker . | 01/01 — - 0,2; 0,2; 0,2 


0,1 ¢ Glucose . | 1,6/2,5 5 85.9.9 11,1 13,6 16,2 20,4 20,9 20.9 21.0 21.0 


0.1 ¢ Trehalose 0.20.2 0.5 0. 5| 17 22 28 41 52 62 94 158 


Diese und eine groBe Zahl ahnlicher Versuche zeigen, daB unsere 
Unterhefe zugesetzte Trehalose regelmaBig vergairt. Die Garung setzt 
oft, wie in der Tabelle V, sofort ein, in anderen Fallen nach einer mabigen 
Induktionszeit. Anfangs haben wir angenommen, da dies auf eine: 
Anpassung der Hefe an das ungewoéhnliche Substrat beruht. Das diirfte 
jedoch nicht der Fall sein, da Trockenhefe aus Unterhefe, die nie mit 
Trehalose in Berithrung war, den Zucker sofort vergart und die frische 
Hefe also von Anfang an das nétige Enzymsystem besitzt. Das Ver- 
hiltnis der Geschwindigkeiten der Trehalose- und der Glucoseve1 
garung durch die frische Unterhefe ist etwa 1: 6,5. 

In diesem Zusammenhang ist es von Interesse festzustellen, ob 
die Unterhefe wie die PreBhefe Trehalose enthalt [vgl. hierzu (3) und (4) | 
Von Versuchen hieriiber sei folgender angefihrt: 

500 g¢ gut gewaschene, abgepreBte Brauereihefe werden nach der eingangs 
erwahnten Methode mit Alkohol extrahiert. Dabei sollten die héheren 
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Kohlenhydrate nicht in Lésung gehen. Der Extrakt wird von Alkohol 
befreit und auf 170 cem eingeengt = Extrakt A. Von derselben abgeprebten 
Hefe wird ein Kochsaft B 1: 1 hergestellt. Das Vorhandensein vergirbarer 
Kohlenhydrate wird in folgender Mischung untersucht: 1 g Trockenhefe Hb, 
Phosphatpuffer pq = 6,3, Spur Zymophosphat, Totalvolumen 5 ccm. 





eem CQO, nach 
Zusatz 
15’ 45’ 75’ 180’ 270’ 405' 1400’ 


Ohne Zusatz, 0.5% PO, .....i 16) 82! 9,0; 95: 9,8) 106 10,7 
4 ccm Kochsaft B, 05°, PO,. .. 1,6) 7,6) 91/102 106 — 12,0 
1 com Extrakt A, 05% PO, ... 1,6 1} 9,1! 9,6) 99; 10,5 10,7 
0,1 g Trehalose, ohne Phosphat .. 0,5 12,1 17,9 2 30,3 30,7. 30,9 
aes. Sienae -. 05 133 183 26,0 296 30,1 31,5 
0,1 g a » 5% : .. | 00); 038; 24 30 | 17,2 | 21,7 | 25,1 


3 

Solche und andere Versuche schlieBen aus, daB Trehalose oder 
andere niedrigmolekulare Kohlenhydrate in meBbaren Mengen in der 
Unterhefe vorkommen. Der Unterschied zwischen Ober- und Unterhefe 
ist also in dieser Beziehung sehr deutlich. 


3. Vergirung von Trehalose durch Trockenhefen. 

Simtliche untersuchten Trockenhefen, sowohl aus Unter- wie aus 
Oberhefen, haben Trehalose normal vergoren. In folgender Tabelle VI 
sind einige Versuche mit teilweise sehr alten Proben von Trockenhefen 
zusammengefaBt. Die Trockenhefen hatten in lose verschlossenen 


Tabelle VI. 





eem (Og nach 


60' 90' 260° 620’ 1300’ —s-1600" 


—- 


7.9 11,4 13,2 2 | 14,2! 14,2 
20,0 38,0 46,2 4 7,2 | 48,0) 48,0 
31,7 | 33.4 35.5 36,0 | 36,1 36,1 
11,0 18,0 26,0 8 278 — 
12.1 20.00 46.0 54.5 60,2 60.5 
11,1 16,4 40,5 52.8 52.8) 52,8 
4,0 68 7,8| 8,5) 85 
10,1 21,0 31,0 36,5 37,2 
4,21 123 5,6 20,2 - 
05 ).6 0.6 
61 83 134 175 — 
0,7 5 4.2 24,0 
17,2 ¢ 210 — 
33,0 9 515 - 
35,3 37,0 40,0 41,5 
5,8 ) 29,0 
14,8 — 
10.5 - | 482 
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Flaschen bei Zimmertemperatur gestanden. Zu jedem Versuch | ¢ 
Trockenhefe in 5ecem, a) ohne Zucker, b) mit 0,14g Trehalose 
c) mit 0,1 g Glucose. 

Samtliche Proben vergiaren also sowohl Trehalose als Glucose und 
zeigen eine mehr oder weniger groBe Selbstgirung. Eigentiimlich ist 
da mit zunehmendem Alter des Trockenhefepraparates das Ver- 
haltnis der Geschwindigkeiten der Glucose- und Trehalosevergarung 
sich zugunsten der Trehalose zu verschieben scheint. Man findet fo! 
gende Gargeschwindigkeiten (in ccm CO, pro Stunde): 


Tabelle VII. 





Unterhefe Oberhefe 
Alter: | 2 Wochen 9 Monate 2 Jahre 6 Jahre 1 Monat 3 Jahre 


> 


0 (4) 48 
1,7 9 


Glucose. ... 75 9 : 
Trehalose . . . 20 9 3; 


Selbstverstandlich ist zuzugeben, da besondere MaBnahmen 
zur Aufhebung einer eventuellen Induktion méglicherweise das Ergebnis 
verindern kénnten. Andererseits ist nicht einzusehen, warum eine 
Induktion bei der Trehalose kiirzer sein sollte als bei der Glucose. Die 
Werte sind auch deswegen nur angenaherte, weil die Korrektion wegen 
der Selbstgérung recht willkiirlich ‘angebracht werden muB. Auf alle 
Faille sehen wir, daB das Verhaltnis der Geschwindigkeiten der Trehalose- 
und der Glucosevergérung auch bei den frischen Proben der Trocken- 
hefen viel gr6éBer ist als bei den lebenden Hefen. Bei alten Hefen scheint 
sogar die Trehalose schneller vergoren zu werden. Das Verhaltnis der 
Geschwindigkeiten kann stark verschoben werden, wenn statt in Wasser 
in Phosphatlésungen gegoren wird. Schon aus der Tabelle III ist er- 
sichtlich, dag die Trehalosevergirung unter Umstanden stark gehemmt 
werden kann. Bei anderen Trockenhefenproben wurde sie aktiviert. 
Wir haben Faille beobachtet, wo bei einer Trockenhefeprobe durch 
Phosphatzusatz die Glucosegirung stark aktiviert, die Trehalosegarung 
gehemmt wurde. Es ist deshalb nicht méglich zu sagen, ob die gefundenen 
Verhaltnisse der Geschwindigkeiten fiir oder gegen die Annahme einer 
direkten Vergirung der Trehalose sprechen. 

Fiir Versuche iiber Garung durch Trockenhefe ist es natiirlich 
vorteilhaft, wenn die Hefe keine Selbstgérung zeigt. Durch geeignete 
., Verarmung“ der frischen Hefe an Reservekohlenhydraten kann auch 
eine Trockenhefe ohne Selbstgarung erhalten werden. Aber auch aus 
Trockenhefen, die starke Selbstgarung zeigen, kann eine solche in der 
Weise dargestellt werden, da man die Selbstgiérung in’ Wasser oder 
Puffer zu Ende gehen laBt und die nochmals gewaschene Hefe wieder 
trocknet. Wegen der schleimigen Beschaffenheit der gewaschenen 
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Trockenhefe geschieht dies am besten auf Glasplatten. Da eine solche 
yewaschene Trockenhefe unter Umstainden viel Co-Zymase verloren 
haben kann, tut man gut, bei den Garungsversuchen Co-Zymase zuzu- 
setzen. 


4. Vergiirung der Trehalose mit Apozymase und Co-Zymase. 
Wenn Apozymase nach der hier iiblichen Methode dargestellt 
wird, werden alle vergirbaren Stoffe ausgewaschen bzw. wahrend des 
Waschens vergoren, d.h. die Apozymase zeigt bei Zusatz gereinigter 
Co-Zymase und kleiner Mengen von Zymophosphat keine Selbstgarung. 
Dagegen werden sowohl Glucose als Trehalose vergoren. Mit einer 
gewohnlichen Apozymase. wie sie zu Bestimmungen der Co-Zymase 
angewandt wird, haben 
wir Garungen der beiden 5 ape ae 
Zuckerarten unter Zu- | 
gabe wechselnder Men- 





Treha/ose 


+ 


gen von Co-Zymase aus- 
gefiihrt. 





Einesolche Versuchs- 
reihe (27. Januar 1936) 
fassen wir in der Abb. 1 am ates AES Saeed ERE eee Se 

: ae 6 8 10 
zusammen. _Die Garge- Anzah Co-Einheiten cugesetzt 
schwindigkeit ist in cem 
CO, pro Stunde als Funk- aa 
tion der Co-Zymasemenge dargestellt. Die Co-Zymasemengen sind in der 
Einheit Co angegeben, also mit Glucose wie gewéhnlich bestimmt. DaB 
diese Einheit Co keine allgemeine Giiltigkeit hat (6), spielt in diesem Zu- 
sammenhang keine Rolle, da es nur auf den Vergleich zwischen zwei Sub- 
straten ankommt. Zusammensetzung der giairenden Mischungen: 0,4 g 
Apozymase, 0,5ccm 10% iger Phosphatpuffer, py = 6,3, 0,1 cem einer 
5% igen Zymophosphatlésung, 0,1 g Glucose bzw. Trehalose. Co-Zymase 
und Wasser auf 2ccem. Die in der Abbildung angegebenen Geschwindig- 
keiten bedeuten die Geschwindigkeiten wahrend der sogenannten Ver- 
esterungsperiode, in der die Garkurven annihernd gerade verlaufen. 


coml> je Stunde 


Da das Ergebnis dieser Versuche recht iiberraschend war, haben wir 
ahnliche Versuche mit mehreren anderen Apozymasepriparaten an- 
gestellt. Eine Versuchsreihe sei noch angefiihrt, in der eine ganz 
frische, besonders sorgfaltig hergestellte Apozymase zur Anwendung 
kam. Sonst dieselbe Versuchsanordnung. Co-Zymasepriparat von 
ACo = etwa 30000. 

Tabelle VILL. 





Zugesetzte Co-Zymasemenge (Co) 0,3 | 0.5 08 | 1,0 


{ Trehalose 0,6 0,8 1,2 1,6 
| Glucose — 05 — 1,0 


* UberschuB von Hefekochsaft: > 100 Co. 


Gargeschwindigkeit 
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Qualitativ ist das Ergebnis mit dem friiheren vollkommen iiberein 
stimmend. Bei gr6Beren Co-Zvymasemengen wird die Glucose wesentlich 
schneller vergoren als die Trehalose (dies entspricht den Verhaltnisse: 
in der ungewaschenen Trockenhefe). Das Verhaltnis der Geschwindig- 
keiten war im ersten Falle etwa 1:2, im zweiten etwa 1:4, ahnlich 
wie auch das Verhaltnis bei den verschieden alten Trockenhefen variiert 
Kigentiimlich ist aber, daB bei kleinen Co-Zymasemengen die Trehalose 
deutlich schneller vergoren witd als die Glucose, im ersten Versuch 
sogar beinahe doppelt so schnell. Fiir dieses Ergebnis sind mehrere E1 
klarungen méglich. Leicht zu erklaren sind die gefundenen Verhilt- 
nisse, wenn man eine direkte Vergarung dec Trehalose ohne Spaltung 
zu Glucose annimmt. Aber auch unter der Voraussetzung eine: 
Spaltung durch Trehalase werden die Versuchsergebnisse erklarbar 
Auch die in ahnlichen Fallen gegebene Erklarung, daB bei der Spaltung 
durch Carbohydrase primar eine besonders leicht veresternde Glucose. 
form entsteht, kann ebenfalls hier zutreffen. AuBerdem enthailt 
unsere Hefe Trehalase. Auf Wirkung und Eigenschaften dieses Enzyms 
und auf die Frage einer eventuellen direkten Vergaérung der Trehalose 


kommen wir zuriick. 


5. Vergirung der Trehalose durch Lebedew-Saft. 


Eine zur Saftgewinnung geeignete Trockenhefe wurde aus der Brauerei- 
unterhefe Hb durch langsames Trocknen nach Nilsson und Alm (7) dar- 
gestellt. Gartatigkeit der lebenden Hefe zuerst gepriift: 0,1 g Glucose bzw. 
Trehalose + 0,1 g frische Hefe in 2 cem ; 

Wasser. Keine Selbstgarung. Gar- uni 
14+ 





Glukose t 
| 7 Trehalos ei 


Annl 


Gluk0se 


} Iehalse 4 


3 re se | 





é a 


4% Sot. 
Abb. 2. Abb. 3. 


kurven der zwei Substrate in Abb. 2. Die Glucose wird sechsmal schneller 
vergoren als die Trehalose. Die entsprechende Trockenhefe wurde in folgende: 
Mischung gepriift: 0,2 g¢ Hefe, 0,5cem 10° iger PO,-Puffer py = 6,3, 
0,1 cem 5°oiges Zymophosphat, 0,1 cem 1° iger Acetaldehyd, 1,3 cem Wasser, 
0,1 g¢ Zucker. Keine Selbstgirung. Garkurven in Abb. 3. Verhaltnis det 
Gargeschwindigkeiten 1:4, wobei die Maximalgeschwindigkeiten in der 
Veresterungsperiode verglichen worden sind. Die Garkurve der Treha- 
lose hat sonst, wie aus der Abbildung leicht ersichtlich ist, die fiir Glucose 
normale Form. Sie entspricht vollkommen einer Glucosevergérung mit 
weniger Co-Zymase. Nach dem ,,Knickpunkt* der Kurve (= totale Ver 
esterung) zeigen die Glucose und die Trehalosegirungen dieselbe Geschwin 
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digkeit, was leicht zu erklaren ist, da dabei allem Anschein nach derselbe 

Ester vergoren wird. Auf die Phosphorylierung kommen wir zuriick. 
Zur Darstellung des Lebedew-Saftes wurde die Trockenhefe mit der 

fiinffachen Menge Wasser 1 bis 1'/, Stunden bei 35° digeriert. Durch Filtra- 

tion durch Faltenfilter oder Zentrifugieren in der Winkelzentrifuge konnte 

der Saft klar erhalten werden. Zu den Garversuchen 1,5 cem Saft + 0,5 cem 

Phosphatpuffer + Zymophosphat + Acetaldehyd + Zucker wie oben. Keine 

Selbstgarung. Garkurven in Abb. 4. Verhaltnis der Maximalgeschwindig- 

keiten in der Veresterungsperiode 1: 5. 

Bei einer Kohlenséiureentwicklung von T ae: TT GI 

rund 14cem, d.h. bei etwa 50°, der | err = 

modglichen, hérte bei beiden Sub- Glukose Foi 

straten die Géirung ganz auf. Dies | f | Y rotate 

diirfte nicht darauf beruhen, da} das 1 -~- T 

Enzymsystem des Saftes die ent- ve 

standenen Ester nicht vergaéren kann, | 

sondern auf einer Enzymzerstérung, da 

in anderen Versuchen die Garung wie 

im Falle der Trockenhefe langsam iat mies uncer 

weiter ging. 





Abb. 4. 


Zusammenfassung. 

PreBhefe (nicht aber Brauereiunterhefe) enthalt als Reservekohlen- 
hydrat in der Hauptsache 7'rehalose neben kleineren Mengen héherer 
Kohlenhydrate. Eine Methode zur leichten Gewinnung gréBerer Mengen 
des Zuckers aus PreBhefe wird angegeben. In unseren Versuchen 
wuide die Trehalose sowohl von Ober- als von Unterhefe vergoren. 
Bei lebender Oberhefe ist die Geschwindizkeit der Trehalosegarung mit - 
unter sehr klein; trotzdem enthalt die Hefe wie die Unterhefe das fiir die 
Trehalosegirung notwendige Enzymsystem, so dai Trockenhefen sowie 
Lebedew-Saft aus Unterhefe den Zucker rasch vergéren. Géarungs- 
geschwindigkeit bei frisch dargestellten Trockenhefen und Lebedew-Saft 
etwa 25°, von der der Glucose. Bei alten Trockenhefen kann die 
Trehalose ebenso schnell vergoren werden wie die Glucose. Apozymase 
und Co-Zymase vergiren Trehalose. Die Abhangigkeit der Garungs- 
geschwindigkeit von der Co-Zymasemenge ist eine andere als bei der 
Glucose (Abb. 1). 
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Methodisch bedingte Abhingigkeit des Differenz- 
reststickstoffs (DN) im Blut und Harn yom Harnstoff. 
Von 


H. Thelen. 
(Aus der IT. medizinischen Klinik der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 21. September 1936. 
gqeqang vi 


Gemeinsam mit J. Weiser durchgefiihrte Untersuchungen ,,Ube: 
die Beziehung zwischen Dichte und Zusammensetzung des Harnes*’ 
fiihrten unter anderem dazu, einen ‘Teil der Harndichte durch 
yréBtenteils unbekannte stickstoffarme organische Substanzen al- 
gesehen vom Harnstoff zu erkliren, die wir summarisch als organischen 
(harnstofffreien) Rest bezeichneten. Wir versuchten zu einer teil- 
weisen AufschlieBung dieses Restes zu gelangen, indem wir neben einer 
Bestimmung des Gesamtstickstoffs im. eiweiBfreien Harn noch eine 
Stickstoffbestimmung in dem nach Phosphorwolframsaurefallung des 
Harns gewonnenen Filtrat durchfiihrten. Dabei stellte sich jedoch 
heraus, daB die so erlangten Werte recht unregelmaBig waren, was mich 
dazu veranlaBte, auch die Frage des sogenannten ,,Doppelstickstoffs** 
im Blute, der die Differenz zwischen dem durch Trichloressigsiure- 
und Phosphorwolframsaurefillung gewonnenen Reststickstoff angibt, 
systematisch und methodisch einer neuen Untersuchung zu unterziehen. 

In einem Vorversuch verwendete ich den Harn eines Gesunden mit dem 
spezifischen Gewicht 1033 und verdiinnte 150 cem mit Wasser auf 500 ccm, 
so daB der verdiinnte Harn ein spezifisches Gewicht von 1009 hatte. Es 
wurden nun zu 100 ecem dieses Harns 0,98 g Harnstoff (= 0,458 g Harn- 
stoff-N) zugesetzt und in dem Ausgangsharn (1009) und nach Zusatz 
(1011) der Gesamtstickstoff und der Stickstoff nach Phosphorwolframsiure- 
fallung bestimmt. Aus Tabelle I ist ersichtlich, daB der Doppelstickstoff nach 
Zusatz von Harnstoff von 99 mg-% auf 136 mg-% anstieg. 


Tabelle LI. 





N nach phos- DN 
Jesamt-N phorwolfram- aie 
Gesam saurer Fallung (Doppel-N) 


mg-°/5 mg-°/ mg-9/o 
Spezitisches Gewicht vor Zusatz 1009 567 468 99 
Zugesetzt 0,98 °/, U* — 0,458 °/, UN 458 458 
Errechneter Wert nach Zusatz. . . 1025 926 99 
Gefundener Wert nach Zusatz. . . 1020 884 136 


Der ,, Doppelstickstoff des Blutes, der zuerst von Hahn (1) unter 
biologischen Gesichtspunkten untersucht wurde, wird als Differenz 
der Werte fiir Rest-N nach Fallung mit Trichloressigsiure und nach 
Fallung von Phosphorwolframsaure definiert. Hahn schlieBt aus der 
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Differenz dieser beiden Fallungen auf die Anwesenheit von Albumosen, 
Peptonen und anderen héheren EiweiSabbauprodukten. Er gibt einen 
Wert von unter 10 mg-°, Doppelstickstoff als normal an. Weitere 
Studien iiber den Doppelstickstoff haben dann spater Klein (2), Klein, 
Pribram (3) und Puech (4) u.a. durehgefiihrt. Fir diesen ,,Doppel- 
stickstoff** findet sich in der Literatur auch die Bezeichnung ,,Poly- 
peptidstickstoff*, die schon von Becher und Herrmann (5) als nicht 
zu Recht bestehend abgelehnt wurde. 

Im folgenden spreche ich anstatt vom Doppelstickstoff lieber vom 
Differenzreststickstoff, da mir diese Bezeichnung fiir die nicht naiher 
definierten Substanzen, die hier erfaBt werden, gliicklicher gewahlt 
erscheint. 

Methodisches. 


Der Reststickstoff wurde im Serum nach der tiblichen Methode nach 
Fallung mit 5°%iger Trichloressigsiure in einem Verhaltnis von 1 cem 
Serum zu 6cem Trichloressigsiure kjeldahlometrisch bestimmt. Das Serum 
fiir den Phosphorwolframsaurereststickstoff wurde ebenfalls im Verhaltnis 
1: 6 mit einer 10° igen Lésung von Phosphorwolframsaure gefillt, der auf 
je 100 cem 2 cem konzentrierte Schwefelsiure zugesetzt waren. Der Harn- 
stoff im Blute wie im Harn wurde nach der Xanthydrolmethode (6), die in 
allen Fallen gut iibereinstimmende Werte gab, bestimmt. Der freie und 
der gebundene Aminostickstoff wurde nach dem Verfahren von Becher und 
Herrmann (7) ermittelt, das nach einiger Ubung gute Resultate liefert. 
Um Fehler auszuschlieBen, die sich etwa bei Verwendung verschiedener 
Menge oder Konzentration des Fallungsmittels einschleichen k6énnten, 
wurde bei einem Falle mit erhédhtem Rest-N und hohem Residual-N und 
bei einem normalen Falle der Rest-N und Doppelstickstoff bei Verwendung 
verschiedener Menge und verschiedener Konzentration des Fallungsmittels 
bestimmt. 

Tabelle LI. 





Rest-N : Residual-N 


Fillungsreagens Verdiinnun 
8 gars 8 mg-°/5 mg-° | 


5°/,ige Trichloressigsaure 1:6 61,8 32,4 
20 $ 1:6 62,3 
rs 64,5 


Tabelle Ila. 





Fallungsreagens Verdiinnung 
5°%/ige Trichloressigsaure .... . 26 
2 - ‘i Par ae :6 
we 5 os wie ets sd 
10 Phosphorwolframsaure .. . 6 
1 ae are 31 
10 ,  Phosphormolybdansiure. . . 76 
10 ‘ ee + 
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Weder Konzentration noch Menge des Fdllungsreagens in den iiblichen 
Grenzen tiben auf den Rest-N des Serums einen LinfluB aus. 


In einem weiteren Versuch priifte ich, ob die Harnstoffkonzentration 
die GréBe des Differenzreststickstoffs bei Serum ebenso beeinfluBt wie 
bei Harn. In einem normalen Serum wurde zuerst Rest-N mit Trichlor 
essigsiure und Rest-N mit Phosphorwolframséiure und Harnstoft 
bestimmt, dann setzte ich einer bestimmten Serummenge so viel 
Harnstoff zu, dafs der normale Harnstoffgehalt auf das Doppelte 
anstieg (Tabelle 111). Der Versuch zeigt, daB der Differenzreststick- 
stoff wie im Harn auch im Blute nach Zusatz von Harnstoff in vitro 
ansteigt (von 10,3 auf 19 mg-%). Die zugesetzte Menge von Harn- 
stoff konnte sowohl direkt als auch in dem nach Trichloressigsaure- 
fillung gefundenen Rest-N wiedergefunden werden, nur der Phosphor 
wolframsaurestickstoff wies im Vergleich zum errechneten einen zu 
niedrigen Wert auf. Nach Zusatz von Harnstoff scheinen von der 
Phosphorwolframsaure stickstoffhaltige Substanzen gefallt zu werden, 
die ohne Harnstoffzusatz mit in, das Filtrat iibergehen. 


Tabelle II. 





Rest-N Rest-N 
Trichlor- Phosphor- DN 


Blatserum essigsdiure wolframsiure 


U+ Ut+N Residual-N 


mg-°/9 mg-/o ‘mg-°/o mg-°/o mg-/o mg-0 


Vor Zusatz . 36,7 26,4 10,3 34,0 15,8 20,9 
Zugesetzt . . 18,8 18,8 40,0 18,8 

Theoretisch . 55.5 45,2 10,3 74.0 34,6 20,9 
Gefunden .. 60,2 39,2 SLO: 1° “FOF 35,4 24.8 


Ahnliches ergab folgender Versuch, bei dem der Harnstoffgehalt durch Zu- 
satz auf den hohen Wert von 308 mg-°% anstieg (Tabelle [V). Auch hier steigt 
der Differenzreststickstoff nach Zusatz an, und zwar von 4,4 auf 10 mg-°,. 
Weiter wurde auch hier der zugesetzte Harnstoff im Harnstoffstickstoff 
und Reststickstoff wiedergefunden, der Phosphorwolframsaurestickstoft 
dagegen war, anstatt 173,4 nur 166 mg-%, also um_ etwa 7 mg-% niedriger 
als berechnet. Der Umstand, dai der Phosphorwolframsaurestickstoft 
(29,4 mg-°4) im Serum ohne Harnstoffzusatz um 10 mg-% hoher ist als 
der Harnstoffstickstoff (19,2 mg-%), dagegen der Phosphorwolframsaure- 


Tabelle IV. 





Rest-N Rest-N 
Trichlor- Phosphor- J > Residual-N 
essigsiure | wolframsiéure 


mg-°/o mg-/o mg-9/, 


Blutserum 


Vor Zusatz. . 33,8 29,4 14,6 
Zugesetzt . . 144 144 

Theoretisch . | 177,8 173,4 14,6 
Gefunden . . 176,0 166,0 10,8 
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stickstoff nach Zusatz 166 mg-%, d. h. gleich dem Harnstoffstickstoff 
(165,2 mg-%) ist, laBt vermuten, dai die Phosphorwolframsaure bei hohen 
Harnstoffkonzentrationen noch andere stickstoffhaltige Substanzen ausfallt, 
die bei geringerem Harnstoffgehalt in das Filtrat iibergehen. 

Ahnliche Untersuchungen wurden auch bei pathologischen Fallen 
angestellt, bei denen der Reststickstoff oder der Harnstoff-N abnorm 
waren. So wurde einem Serum mit erhédhtem Rest-N (67,6 mg-°,) 
eine sehr hohe Menge von Harnstoff zugesetzt und die Untersuchung 
wie bisher durchgefiihrt. In diesem Fall wurde auch der gebundene 
Aminostickstoff mitbestimmt, um zu sehen, ob ein Anstieg des Diffe- 
renzreststickstoffs, der nach der Meinung verschiedener Autoren wenig- 
stens zum gréBten Teil aus dem gebundenen Aminostickstoff bestehen 
soll, zu verzeichnen war (Tabelle V). Wieder wurde der zugesetzte 
Harnstoff, wie in den vorhe.gegangenen Fallen, sowohl direkt als auch 
in dem nach Trichloressigsdurefaillung ermittelten Rest-N wiedergefun- 
den. Der Differenzreststickstoff ist auch hier von 9,4 auf 20,0 mg-°, 
angestiegen. Eine nahere Betrachtung des Phosphorwolframsaure- 
stickstoffwertes nach Harnstoffzusatz (152 mg-°,) laBt erkennen, dab 
er im Vergleich zum theoretischen Wert um 14 mg-°, zu niedrig ist: auch 
im Vergleich zum _ Harnstoffstickstoffwert nach Harnstoffzusatz 
(160 mg-°,) ist der Phosphorwolframsaurestickstoff um 8 mg-°, zu 
niedrig, was schon auberhalb der Fehlergrenze liegt. Auch in diesem 
Versuch hat die Phosphorwolframsaure stickstoffhaltige Substanzen, die 
bei niedriger Harnstoffkonzentration in das Filtrat iibergehen, ausgefallt 
und auBerdem einen Teil des Harnstoffs, vielleicht durch Adsorption an 
die kolloidalen EiweiBkérper oder auf andere Art, mitgerissen. Trotz 
des hohen Harnstoffzusatzes kam es zu keiner Veranderung im ge- 
bundenen Aminostickstoff: es wurden vor und nach Zusatz die gleichen 
Werte gefunden, ein Beweis, dais die Werte fiir den Differenzrest- 
stickstoff mit denen fiir gebundenen Aminostickstoff nichts gemein- 
sames haben. 

Tabelle V. 





Rest-N Rest-N orn Gebun- 
Trichlor- Phosphor- ‘ ae | weSsamit- cie dener 
essig- wolfram- DN Ut UtN  Amino- Amino-  amino- 
siure siure saure saure N 


mg-9/9 mg-9/, mg-9/9 mg-°/9 mg-9/, mg-%, mg-9/o  mg-%/o | mg-9/5 


Resi- 


Blutserum dual-N 


Vor Zusatz 67,6 58,2 94.118 |} 52.7). 81 7,0 1,1 14,9 
Zugesetzt . 108 108 | 222 108 

Theoretisch 175,6 166,2 94 | 335 160.7 8,1 7,0 jl 149 
Gefunden . | 172 152 20 342 160 8,1 7,0 1 12.0 


Als Resultat der angefiihrten Versuche in vitro kann man zusammen- 
fassend sagen: Der Differenzreststickstoff fallt bei héherem Harnstof}- 
gehalt des Blutes héher aus als bei normalem. Dies ist anscheinend darauf 
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zuriickzufiihren, dap bei einer héheren Harnsto}/fkonzentration  stickstof; 
haltige Substanzen, die sonst in das Phosphorwolframsdurefiltrat vibe, 
gehen, im Niederschlag zuriickbleiben. 

Ks fragt sich nun, ob diese in vitro gefundenen Ergebnisse sich 
auf die Verhaltnisse in vivo tibertragen lassen. 

Kin Stoffwechselgesunder mit normalem Rest-N und ein Kranker mit 
erhédhtem Rest-N wurde mit Harnstoff belastet, entweder durch intravenés: 
Injektion von 20 bis 30g Harnstoff in 100 cem physiologischer Kochsalz 
losung oder durch entsprechende perorale Gaben. Die Blutentnahme fand 
vor der Injektion, unmittelbar nachher am anderen Arm und 30 bis 120 Mi 
nuten nach Injektion statt (Tabelle VI). 


Tabelle VI. Harnstoffbelastung 20g U" intravenés in etwa 100 cem 


physiologischer NaCl. 





Rest-N Rest-N hanes 

Trichlor- Phosphor- ‘ ; ] Freier 
essig- | wolfram- DN Ut+ U+N Amino- 
siure siure ; saure-N 


mg-9/ mg-9/ mg-9/9 mg-9/5 mg-° mg-° 9 mg-9/ > 


Residual- 


Vor Injektion 26,8 22,4 2,4 29,2 13,6 7,6 13,2 
Unmittelbar 

nach Injektion 57,2 55,0 2,2 98 45,7 7,5 11,5 
45 Min. 

nach Injektion 47,6 38,4 9,2 65,6 30,6 7,8 17,0 


Im wesentlichen ist das Ergebnis dieses Versuchs das gleiche wie 
bei den in-vitro-Versuchen, da auch hier der Differenzreststickstoff 
anstieg (von 2,4 auf 9,2 mg-°% im Laufe von 47 Minuten). Der Differenz- 
reststickstoffzuwachs kann jedoch nicht in gleicher Weise erklart 
werden, denn die Differenz zwischen Phosphorwolframsaurestickstoff 
und Harnstoffstickstoff halt sich vor und wahrend der Belastung gleich, 
stets auf etwa 10 mg-%. Der freie Aminostickstoff bleibt nach Harn- 
stoffbelastung unverindert. Die Resultate sind jedoch nicht konstant. 

In diesen beiden Fallen fallt der Differenzreststickstoff im Laufe 
der Belastung bis auf 0 ab und der Residual-N sinkt nach Harnstoff- 
belastung ebenfalls, wie schon Nonnenbruch und Weiser (8) bei Stoff- 
wechselst6érungen im Verlaufe von Lebererkrankungen zeigen konnten. 


Tabelle VII. Harnstoffbelastung 20 g U" intravenés inetwa 100 cem 
physiologischer Kochsalzlésung. 





Rest-N Rest-N 

Trichlor- Phosphor- r : - ar | Residual- 
essig- | wolfram- DN Ut Ut+N N 
siure sure 
mg-°/9 mg-°/ mg-9/, mg-°/o mg-°/9 mg-°/o 


Vor Injektion. . . 28.8 7,0 26,2 | 12, 16.6 
0 


Unmittelbar nach Injektion 3, 100 s 10,3 
30 Min. nach Injektion . 4 11,5 
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‘abelle VIIT. Harnstoffbelastung 20 g U’ intravenésinetwa 100ccem 
physiologischer Kochsalzlésung. 





Rest-N Rest-N 
Trichlor- Phosphor- ; 7 
essig- wolfram- DN Ut 
siure sure 
mg-° mg-° mg-9/, mg-%, mg-9/o |) mg-°/> 


+,» | Residual- 
U+N N 


Vor Injektion. ...... 28,0 21,4 6,6 20,6 9.6 18,4 
Unmittelbar nach Injektion 49,8 47.6 2,2 72,8 34,0 15,8 
60 Min. nach Injektion. . . 40,3 41,2 7) 54,3 25,4 14,9 


Auch hier halt sich trotz der groBen Schwankungen im Harnstoffgehalt 
die Differenz zwischen Phosphorwolframsaurestickstoff und Harnstoff- 
stickstoff annaihernd konstant. In einem anderen Fall kam es unmittel- 
bar nach der Injektion zu einem Absinken des Differenzreststickstoffs, 
worauf der Differenzreststickstoff nach 2 Stunden wieder zu dem Aus- 
gangswert zurickkehrte. Der gebundene Aminostickstoff hat im 
Laufe der Belastung zugenommen (Tabelle IX). 


Tabelle IX. Harnstoffbelastung 20g U* intravenés in 100 cem 
0,9 %iger Kochsalzlésung. 





Rest-N Rest-N ai 23 ; Gebun- 

Trichlor- Phosphor- Gesamt- | Freier dener 
essig- | wolfram- Amino- Amino- Amino- 
siure shure Siure-N  siéure-N 


mg-°/9 mg-°/9 mg-°/9 mg-°/9 mg-° 4 


Vor Injektion. . . . . . || 37,2 26,0 ; 12,3 Py 4,6 
Unmittelbar nach Injektion 67,0 62.3 12,3 8 4,5 
120 Min. nach Injektion . . 54,2 44.1) 2 14,4 6 5,8 


In einem Fall von hepatorenaler Insuffizienz mit an und fiir sich 
hohem Rest-N wurden 3 Tage hindurch taglich 15 g Harnstoff per os ge- 
reicht (Tabelle X). Analog dem in-vitro- Versuch ist mit einem von vornherein 
hohen Rest-N ein hoher Differenzreststickstoff verbunden, der nach drei- 
tigiger Harnstoffbelastung noch ansteigt. Ebenfalls ist der Phosphor- 
wolframsaurestickstoff nach Belastung um 8 mg-®, niedriger als der 
Harnstoffstickstoff, so daB auch hier durch die Phosphorwolframsaure ein 
Teil des Harnstoffs mitgerissen wurde. Die Polypeptide wurden auch 
hier nach Belastung héher gefunden als vorher, und der Residual-N, der 
trotz des Anstiegs der gesamten Aminoséuren durch den Gesamtamino- 
sdurestickstoff nicht ganz zur Deckung gebracht werden konnte, sinkt wie 
bisher immer ab. 


Tabelle X. 3 Tage hindurch taglich 15g U per os. 





Rest-N | Rest-N a ee: Gebun- 
| Trichlor- |Phosphor- * \Gesamt- Freier | dener 

essig- | wolfram- DN U+ U+N |Amino- Amino-  4mino- 
N 


|| sure siiure siure-N sdure-N 


|} mg-%g | mg-°/o mg-°/ mg-°/, mg-9/)| mg-%/o mg-% mg-°° mg-°/» 


Residual- 


2 


j 
| 


3. TIT. 193 176 17 360 =: 168 92) 6,6 2,6 25 
5. TE. 286 264 22 583 272 103, 6,2 4,1 14 
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In Tabelle XI habe ich alle Analysenwerte des gebundenen Amino 
stickstoffs nach Harnstoffbelastung mit den gefundenen Differenz 
reststickstoffwerten nach Harnstoffbelastung verglichen. Aus de: 
gebundenen Aminostickstoffwerten ist ausnahmslos ein Anstieg fest 
zustellen, wahrend die Differenzstickstoffwerte sich unregelmaBig ver 
halten und sogar auf 0 fallen kénnen. 

Tabelle XI. Tabelle XIa. 


Verhalten des gebundenen Das Verhalten des DN nac} 
Amino -N nach,U*-Belastung. U’ -Belastung. 





Vor Nach Vor Nach 
Patient  Belastung Belastung Patient  Belastung Belastung 


mg-9/, mg-°/9 mg-°/9 mg-0/0 mg-° 9 mg-' 


Schm. 2, 4,1 Schm. || 17 22 

Musik. 4, 5,3 Kol. 2,4 2,2 

Lor. Le 3,8 3, Hej. 7,0 3,0 
Kol. 4 4 ; Kal. 6,6 2,2 
Schil. 4.6 4,5 5, Schil. 11,2 4,7 

Auch aus diesen Untersuchungen scheint zu erhellen, daB der 
Differenzreststickstoff nicht nur aus dem gebundenen Aminostickstoff 
besteht, wie schon Becher und Herrmann betonten. Zusammenfassend 
kann man iiber den Differenzreststickstoff bei den in vivo vorgenom- 
menen Harnstoffbelastungen aussagen, daB hier die Ergebnisse nur bei 
extrem hohem Harnstoffgehalt ahnlich, im iibrigen aber anders aus- 
fallen als bei Versuchen in vitro. Die Werte.des gebundenen Amino- 
stickstoffs nach Becher und Herrmann vor und nach Harnstoffbelastung 
stimmen mit den Differenzreststickstoffbefunden nicht iiberein. 

Ich untersuchte nun, ob sich nach demselben Arbeitsgang beim 
Harn ahnliche Befunde wie beim Blut ergeben. 

200 cem eines Harns vom spez. Gewicht 1016 wurden mit Wasse: 
auf 500 cem verdiinnt ; das spez. Gewicht betrug nun 1006. Zu LOO ccm 
dieses Harns wurden 0,98 g Harnstoff zugesetzt (spez. Gewicht 1008) und 
in beiden Harnen der Gesamtstickstoff, Harnstoff und Phosphorwolfram- 
sdurestickstoff, bestimmt (Tabelle XII). 


Tabelle XII. 





Phosphor- 
| wolfram- DN + UtN 
| | siure N " 

mg-°/o | mg-%o  mg-%o | mg-%o | mg-%/o 


| Gesamt- 


Spezifisches Gewicht vor U+-Zusatz1006 304 25 279 441 206 
CNS F608. 6D seo I ee | 980 | 458 
Theoretisch . . ... if 12 | 468 | 279 1421 | 664 
Spezifisches Gewicht nach U+-Zusate 

1008 gefunden .. . (insite t oa 68 709 1400 655 
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Beim Gesamtstickstoff und Harnstoff wurde der ganze Zusatz 
wiedergefunden, nur der Differenzreststickstoff ist auch hier im Harn 
um einen hohen Prozentsatz gestiegen. Der Anstieg ist so hoch, dab 
sogar eine groBe Menge des Harnstoffs, vermutlich durch Adsorption 
an die Harnkolloide, mit ausgefallt worden sein mubB. Im folgenden 
Versuch wurde ein Harn vom spez. Gewicht 1025 unverdiinnt mit und 
ohne Harnstoffzusatz untersucht, dann wurde derselbe Harn mit und 
ohne Zusatz auf das Fiinffache mit Wasser verdiinnt und die gleichen 
Untersuchungen vorgenommen (Tabelle XIII). Wahrend bei Gesamt- 
stickstoff sowie Harnstoff-N der ganze Zusatz wiedergefunden wurde, 
kam es diesmal zu keinem Anstieg des Differenzreststickstoffs vor und 
nach Harnstoffzusatz. Der Phosphorwolftamsaurestickstoff des Harns 
(spez. Gewicht 1025) stimmt mit dem theoretisch errechneten genau 
iiberein. Ganz anders jedoch verhielt sich der Differenzreststickstoff 
nach Verdiinnung. Er ist namlich mit Zusatz von Harnstoff bedeutend 
hoher als ohne Harnstoffzusatz. Der Differenzreststickstoff steigt auch 
hier bei kiinstlicher Verdiinnung des Harns an. 


Tabelle XIII. 





Giaeen Phosphor- 

resamt- | wolfram- J 4 | WN 

Harn N siure N t urn 
mg-°/, mg-9/» mg-°'9 | mg-% 9 


Spezifisches Gewicht vor U*-Zusatz1025 | 1058 850 208 1630 761 
Pe 5s ce, ws. ee hs 463 463 990 463 
, WAAR SO eae 1521 1313 2620 1224 
Spezifisches Gewicht nach U*-Zusatz 


ar Co a a ae 1500 1290 2620 1240 





Tabelle XIIIa. 


Phosphor- 
Gesamt-N wolframsaurer Differenz-N 
Harn N 


mg-° |¢ mg-°/y 


Spezifisches Gewicht 1025... . . , 90 127 
5mal verdinnt 1003 ue oy 


Spezifisches Gewicht 1027... ... e . 
5 mal verdiinnt 1004 124 174 


Bei einem Gesunden wurde durch WasserstoB und anschlieBende 
Harnstoffbelastung eine physiologische Verdiinnung des Harnstoffs 
erzielt. Die Harnstoffbelastung schloB ich an, um zu sehen, wie sich 
eine perorale Harnstoffbelastung und Verdiinnung in vivo auf den 
Differenzreststickstoff des Harns auswirkt (T'abelle A). Bei dieser 
Untersuchung kam es sehr darauf an, das Phosphorwolframsaurefiltrat 
auf seinen Harnstoffgehalt zu untersuchen. Die Mineralsaure im 
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Tabelle A. 





Zeit 


7h 30° 


7 45 
8 00 


Harn- 
menge 


22 
48 


Spezi- 
fisches 
Gewicht 


1025 


1007 


1000 cem 
Wasser 


Harn- 
menge 


Zeit 

gb 00’ 
11 00 
18 30 


114 
64 





Spezi- 
fisches 
Gewicht 


1002 
15g Harn- 


1016 stoff per « 


Phosphorwolframsaurefiltrat wurde durch Natriumacetat derart ab 
gepuffert, daB die Xanthydrolmethode, wie ich mich iiberzeugte, ohne 
Fehler durchfiihrbar war (Tabelle XIV). 


Tabelle XIV. 





Phosphor- 
wolfram- 
shure 
N 


Phosphor- Phosphor- 

wolfram- wolfram- 
saure saure 
J+ U+N 
mg-°'» 


Gesamt- D+N Ut I+N 
N Ut} 


mg-°/ > mg-9,9 mg-%> mg-%/o mg-%Jo | mg-%/9 


1085 20 
385 
180 


1287 
392 
180 


2160 
720 
334 


Vorharn 1025 
1007 

" 1002 
Nach 15g U* 
1016 


2160 
713 
320 


1010 
337 
156 


1222 


1010 
334 
150 


1275 1222 115 2620 2500 1170 


Nach dem Wassersto8 verhalt sich der Differenzreststickstoff um- 
gekehrt wie bei der Verdiinnung in vitro. Mit abnehmendem spezifischen 


Gewicht nimmt auch der Differenzreststickstoff ab. Der Phosphor- 
wolframsaurereststickstoff ist in diesem Verdiinnungsversuch immer 
hoher als der Harnstoffstickstoff und der Harnstoff-N des Phosphor- 
wolframsaurefiltrates. Nach der Harnstoffbelastung ist der Phosphor. 
wolframsiurestickstoff um 5% niedriger als der Harnstoffstickstoff, 
was darauf hindeutet, daf auch hier wieder ein Teil des Harnstoffs 
mitgefallt wurde. Der Harnstoffgehalt des Harns (spez. Gewicht 1016) 
ist im Vergleich zum Vorharn héher, was sich sofort in einem erhéhten 
Differenzreststickstoff ausdriickt. 

Zusammenfassend ist zu sagen, daB bei Harnen eine Verdiinnung 
in vitro den Differenzreststickstoff nach Harnstoffzusatz ansteigen 
laBt; ohne Verdiinnung bleibt der Differenzreststickstoff vor und nach 
Harnstoffzusatz gleich. Bei physiologischer Verdiinnung durch Wasser- 
stoB fallt der Differenzreststickstoff bis auf 0, um nach Harnstoff 
belastung in vivo parallel dem erhéhten ausgeschiedenen Harnstoff 
wieder auf Kosten des Harnstoffs zu steigen. 


Zusammenfassung. 


Die Werte fiir den Differenzreststickstoff (Doppel-N) des Blutes 
sind abhangig von der Konzentration des Harnstoffs. Bei Zusatz 
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von Harnstoff in vitro wurde der Differenzreststickstoff jedesmal 
héher gefunden, bei Belastungen in vivo verhielt er sich schwankend 
und wies nur bei extrem hohem Harnstoffgehalt eine Erhéhung auf. 
Diese Erhéhung wird darauf zuriickgefiihrt, daB die Phosphorwolfram- 
sdure stickstoffhaltige Substanzen, die bei relativ niedriger Harnstoff- 
konzentration in das Filtrat iibergehen, bei hoher Harnstoffkonzen- 
tration mit ausfallt. 

Der gebundene Aminostickstoff und der Differenzreststickstoff 
sind nicht vergleichbar. 

Der Differenzreststickstoff im Harn bleibt vor und nach Harnstoff- 
zusatz gleich, steigt aber nach kiinstlicher fiinffacher Verdiinnung stark 
an. Nach Verdiinnung in vivo (WasserstoB) fallt der Differenzrest- 
stickstoff auf 0, um nach anschlieBender Harstoffbelastung wieder 
anzusteigen. 

Die Werte des Differenzreststickstoffs im Blute und im Harn 
sind also auch von anderen als biologischen Faktoren abhangig und 
daher fiir die Beurteilung der Zusammensetzung des Rest-N nur mit 
Vorbehalt zu bewerten. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, die mir die Durchfiihrung 
meiner Arbeit erméglichte, bin ich zu groBem Danke verpflichtet. 
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Uber Betainchloroaurat. 
Von 
Max Becker. 
(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt zu Jena.) 


(Eingegangen am 29, September 1936.) 


Bei der Untersuchung der Goldchloridverbindung des Glykokollbetains 
erhielt ZL. Fischer! stets dann, wenn er sie aus neutraler wisseriger Lésung 
umkristallisierte, nicht das normale Goldsalz von der Zusammensetzung 
C,H,,.0,N AuCl, (43,13°, Au), sondern Priparate von niedrigerem Gold- 
gehalt. Die um 40,7%, sechwankenden Goldwerte veranlaBten ihn zu de: 
Aufstellung einer, diesem Au-Gehalt entsprechenden Formel 

C;H,,.0,N AuCl, + 1'/, H,O. 
Unter der Bezeichnung ,,atypisches** cder ,,modifiziertes‘‘ Goldsalz des 
Betains ist diese Formel in die gesamte zusammenfassende Literatur und 
in die Handbiicher und Nachschlagewerke iibergegangen. 

R. Willstatter®, der etwa zur selben Zeit den Dimorphismus des normalen 
Betainchloroaurates entdeckt hatte, bestatigte die Angaben EF. Fischers 
insoweit, als auch er Préiparate mit niedrigerem Goldgehalt beobachtete, 
diesmal aber nur mit 39,75 bis 40,0°, Au. Er formulierte dementsprechend 
das zugrunde liegende Goldsalz mit zwei Mol H,O, ohne da diese Auf- 
fassung sich durchsetzen konnte. Seine weitere Feststellung, daB seine 
,modifizierten* Goldsalze zu ihrer Entstehung eines Uberschusses an 
Betainchlorid oder freiem Betain bedurften, wurde von ihm leider bei der 
Deutung nicht beriicksichtigt. : 

Beide Forscher stimmten darin iiberein, daB es nicht gelingt, durch 
Trocknen im Vakuum oder bei 105° das angenommene Kristallwasser nach 
zuweisen. Zur Vermeidung der modifizierten Chloroaurate empfahlen sie, 
aus salzsaurer Lésung umzukristallisieren. 


_ AnlaBlich von Arbeiten iiber biogene Amine ergab sich im hiesigen 
Institut die Notwendigkeit, an Goldsalzen auch C- und H-Bestimmungen 
zu machen. Ich stellte mir daher das Betainchloroaurat her, um es als 


Kontrollsubstanz bei Probeverbrennungen zu verwenden. Das erhaltene, 
vollig einheitlich erscheinende Praparat lieferte indessen bei der Ver- 
brennung bedeutend zu hohe C- und H-Werte, ein Befund, der zunachst 
nicht erklart werden konnte. Goldbestimmungen ergaben einen Wert 
von 39,6% Au, der etwa den Willstdtterschen Praparaten entsprach: 

0,0837 g Substanz 0,0503 g CO,; 0,0200 g H,O; C 16,4%, H 3,6%, 

0,4771 g a 0,1891 g Au; Au 39,63 %. 

Zum Vergleich herangezogene Goldsalze anderer Amine lieferten 
durchweg exakte Werte, Analysenfehler konnten also ausgeschlossen 
werden. Bei der Darstellung des Betaingoldsalzes hatte ich zwar mit 


! Ber. d. deutsch. chem. Ges. 35, 1593, 1902. —- 2? Ebenda 35, 2700, 1902 
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salzsaurer Lésung, aber mit einem UberschuB an Betainchlorid gearbeitet. 
Zweifellos war auch in diesem Falle ein ,,modifiziertes‘‘ Goldsalz des 
Betains entstanden. Zur endgiiltigen Aufklarung stellte ich nun drei 
Chloroaurate des Betains nach verschiedenen Verfahren her, und zwar 
zuerst das normale Goldsalz (1). Die Darstellung erfolgte mit einem 
(TberschuB an Goldchlorid in n HCl und lieferte charakteristische groBe, 
lebhaft glitzernde Kristalle. 

Dieses Salz kristallisierte ich aus reinem Wasser um. Nach der 
Vorschrift E. Fischers mubte ein Salz mit 1'/, H,O entstehen (Pra- 
parat II). Bei dem letzten Praparat verwandte ich nur die Halfte der 
zur Bindung des eingewogenen Betains notwendigen Goldchloridmenge 
(Praparat ITI). 

I. 0,0750 g Substanz: 0,0358 g CO,; 0,0178 g H,O; 0,0324 g Au; C 13,02 %, 
H 2,65%, Au 42,92 %, 

0,0949 g Substanz: 0,00294g N; N 5,09%. 

. 0,0731 g Substanz: 0,0412 g CO,; 0,0209 g H,O; 0,0298 g Au; C 15,4 %, 
H 3.2%, Au 40,8%, 

0.0600 g Substanz: 0,00206g¢ N; N 3,43 %,. 

. 0,0729 g Substanz: 0,0440 g CO,; 0,0219 g H,O; 0,0288 g Au; C 16.4%, 
H 3,34%, Au 39,5 %, 

0,0997 g Substanz: 0,00363 ¢ N; N 3,64°). 

Berechnet: C,;H,,0,N AuCl,: C 13,1, H 2,7, Au 43,13, N 3,06 °%. 

II. C,H,,0,NAuCl, + 1'/,H,O: C 12,4, H 3,1, Au 40,73, N  2,90%,. 
III. C;H,,O,NAuCl, + 2 H,O: C 12,2, H 3,3, Au 39,98, N 2,84%. 

Aus den Ergebnissen ist zunachst zu ersehen, daB es leicht méglich 
ist, die von Fischer und Willstatter erwahnten Modifikationen zu reprodu- 
zieren, allerdings zeigen die Uherschiisse an C, H und N, da& der Minder- 
gehalt an Gold nicht auf J'/, oder 2 Mole Kristallwasser zuriickzufiihren 
ist. Es gelingt daher nicht, durch lingeres Trocknen im Vakuum, selbst 
bei héherer 'Temperatur, Wasser auszutreiben. Vermutlich haben sich 
Verbindungen gebildet, die auf 1 Mol Goldchlorid mehr als 1 Mol Betain 
enthalten. Als soleche kommt in erster Linie das in den meisten Lehr- 
biichern nicht erwahnte, sogenannte basische Goldsalz des Betains von 
der Formel (C;H,,NO,),H AuCl, (Stolzenberg') in Frage. Ob in den 
modifizierten Goldsalzen lediglich Gemische von normalem mit basischem 
Chloroaurat vorliegen, oder ob angesichts der bemerkenswerten Konstanz 
ihrer Zusammensetzung auch an Molekiilverbindungen gedacht werden 
muB, sei dahingestellt. 

Auf jeden Fall ist aus dem Beispiel der Chloroaurate des Glykokoll- 
betains zu ersehen, dai Golddoppelsalze nicht nur durch eine Gold- 
analyse, sondern auch durch Festlegung ihres Gehalts an C und H 
charakterisiert werden miissen. 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 445, 1914. 
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Zusammenfassung. 


Die von EF. Fischer und R. Willstdtter angenommenen sogenannten 
modifizierten Goldsalze des Glykokollbetains von den Formeln: 


C,;H,,0,N AuCl, + I'/,H,O und C,;H,,0,NAuCl, + 2H,O 


existieren nicht. Es handelt sich um Chloroaurate, die auf 1 Mol Gold- 
chlorid mehr als 1 Mol Betain enthalten. Diese Annahme wurde durch 
den negativen Ausfall der Wasserbestimmung, sowie durch den analytisch 
gefundenen UberschuB an C, H und N bewiesen. 

Die Bildung solcher basischen Chloroaurate laBt sich vermeiden, 
wenn man bei der Darstellung mit einem Uberschu8 an Goldchlorid in 


salzsaurer Lésung arbeitet. 
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Nebennierenrinde und Fettresorption. 
Von 
L. Laszt und F. Verzar. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 5. Oktober 1936.) 


Zu den auffallendsten Erscheinungen nach doppelseitiger Neben- 
nierenexstirpation bei Ratten gehért das Aufhéren der Fettresorption (1). 
Wenn man normalen Ratten 3cem Olivenél mit Magensonde gibt, 
so wird davon in 6 Stunden etwa 1 g resorbiert. Nebennierenlose Ratten 
resorbieren dagegen nichts. Die Resorption wird aber durch Rinden- 
hormon (Kucorton) wiederhergestellt (2). 

Wie an anderer Stelle ausgefiihrt wurde, kann Vitamin B, in Form 
von Flavinphosphorsiure das Hormon der Nebennierenrinde vertreten. 
Dies wurde bei chronischer Jodessigsdurevergiftung gezeigt (3), wo 
das Wachstum in Gang gebracht wurde, und bei nebennierenlosen 
Ratten, die am Leben erhalten werden konnten (4) (5). 

Im folgenden soll die Hemmung der Fettresorption und besonders 
die Wiederherstellung derselben durch Rindenhormon sowie durch 
Flavinphosphorsaure enthaltende Praparate untersucht werden. 


Methodik. 


Zu den Versuchen wurden Ratten von 150 bis 180g Korpergewicht 
benutzt. Sie erhielten normale gemischte Nahrung. Dem nicht narkotisierten 
Tier wurde nach 24stiindigem Hungern mit Magensonde Oliven6d!l ein 
gegeben. 

Die resorbierte Menge wird, wie friiher, so bestimmt, dai das Tier 
nach 6 Stunden getétet und der Darm mit Alkohol-Ather ausgewaschen 
wird. Eventuell entleerte Fazes werden auch gesammelt und die gesamte 
Fettmenge von der eingegebenen (2,81 ¢ 3cem Olivendl) abgezogen. 
Hierbei kommen natiirlich als Fehlerquellen etwaige in den Darm aus 
veschiedene Lipoide und das durch unvollkommenes Auswaschen des Darms 
nicht erfaBte Fett in Betracht. Diese Fehler kénnen etwa 0,1 g betragen, 
so das wir innerhalb dieser Grenzen sagen kénnen, ob Fett resorbiert wird. 


Versuche. 
1. Wirkung von Rindenhormon. 

Unseren friiheren Befund, daB Nebennierenrindenhormon die 
Fettresorption wiederherstellt, haben wir in zahlreichen Fallen be- 
staitigen kénnen und gleichzeitig versucht, die Versuchsbedingungen 
genauer zu prazisieren. 

1. Dauer des Resorptionsversuchs. In Tabelle I sind die Resultate 
von 30 Versuchen zusammengestellt. Bei 14 nebennierenlosen Tieren 


23* 
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wurde die Resorption ohne Behandlung untersucht, bei den tibrigt 
mit verschiedenen Dosen von Eucorton (Rindenhormon), welch 
immer gleichzeitig mit der Fettfiitterung subcutan injiziert wurd 
In der ersten Reihe der Versuche wurden die Tiere nach 3 Stunde: 
in der zweiten nach 6 Stunden getétet. In beiden Reihen ist die Wirkuny 
des Rindenhormons deutlich. Es geht aus der Tabelle hervor, daB nacl 
6 Stunden wesentlich gréBere Mengen resorbiert sind als nach 3 Stunde: 
2. Gripe der wirksamen Dosis. Es geht aus der Tabelle auch hervor 
daB 2 cem jene Dosis ist, welche die starkste Wirkung hat : sie entspricht 
der normalen Resorption und konnte durch 3 und 4ccm nicht mel; 
vesteigert werden. Nachdem bei nebennierenlosen Tieren auch ohn 
Behandlung 0,1 bis 0.2 g Fett bei der Analyse fehlen kénnen (was ent 
weder aut Versuchsfehlern durch unvollkommenes Auswaschen ode: 
auf tatsiachlicher Resorption beruht), so kann als Beweis der Resorp 
tion nur das Fehlen einer gréBeren Menge betrachtet werden. Anderet 
seits zeigen die Werte bei verschiedenen Dosen keine Proportionalitat 
und bei derselben Dosis eine solche Streuung, da man die Restitution 
der Fettresorption nicht als Titrationsmethode fiir ‘Rindenhormon be- 
nutzen kann. Es empfiehlt sich deshalb sechsstiindige Resotptions 
versuche zu machen und mit mindestens 2cem Eucorton zu arbeiten 
3. Zeitpunkt der Injektion von Rindenhormon. Kine technisch 
wichtige Frage war die, zu welcher: Zeit die Injektion gegeben werden 
soll. Tabelle I] zeigt, wie die Wirkung einer Injektion von 2 cem vei 


Tabelle lL. Wirkung versehieden 
groBer Dosen von Eucorton 
Tabelle Il. Fettresorption von 


bei gleichzeitiger subecutaner 
nebennierenlosen Ratten nach 


Injektion auf die Fettresorp- 
tion von Ratten am 4. Tag Injektion von Eucorton, 


nach der Nebennierenexstir- 





yt g Fett 
pation. Zeit resorbiert 





: ; Resorbiert Resorbiert 
Eucorton in3Std. in6Std, 


' 0.665 
sielahasitie mit Pett 1,152 
g enzeitig mi | H 1.459 


as ss 9 Subcutane Injektion, 2 cem., 
0 0.106 0 bis ratterung 0,993 
0 0,120 0,264 * 1 Std. vorher, 2eem . . . 0,707 
0.5 0,238 ao ‘ 0,962 
| 0,389 0,581 ae e 0,514 
| 0,346 i Re ae 0,402 
1 0,446 — 6 Std. vorher, 2eem . . | 0,281 
1.5 0,331 O « 0,127 
20 0.367 0.665 

2,0 0.550 1.459 Intraperitoneal, 2 cem, 

2.0 0,585 1,152 1 Std. vor Fettfiitterung 0,592 
3.0 0.669 1 Std. und 3 Std. vor Fett- 

4.0 0,762 fiitterung je leem . . 0,416 


DO LS pO bo bo 


12 friihere Versuche * Versuche auch in Tabelle I benutzt 
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wen geht, wenn sie mehrere Stunden vor dem Fettresorptionsversuch 

segeben wird. Am zweckmabigsten ist es deshalb, 2.cem gleichzeitig 
nit der Olgabe zu injizieren. Die Tabelle zeigt ferner, daB auch ixtra- 
peritoneale Injektionen wirksam sind: wir haben aber auber diesen 
ewei Versuchen hieriiber keine weiteren Erfahrungen. 


4. Entwicklung der Fettresorptionsstérung. Die Fettresorptions 
strung erscheint nicht sogleich nach der Nebennierenexstirpation. 
Wie Tabelle II] zeigt. ist sie am 2. Tag nach der Exstirpation noch nicht 
ausgebildet. Dies entspricht ganz den Erfahrungen, die von anderen 
Hormonwirkungen, z. B. der Entwicklung des Pankreasdiabetes, bekannt 
sind: hier sind ebenfalls etwa 2 Tage zur vollen Entwicklung nétig. 
Auch bei Versuchen iiber die GroBe des O,-Verbrauchs von nebennieren- 


losen Ratten hatten Arvay und Verzar (6) gefunden, dab die beobachtete 


Abnahme des Gaswechsels am 4. Tag maximal wurde. Wegen dieser 
Befunde wird die Bestimmung der Fettresorption stets am 4. Tage 
gemacht. Die direkte Wirkung des Operationsschocks ist dann auch 
ganz voriiber, und die Tiere fressen bereits wieder gut. 


Tabelle Ill. Fettresorption an 
verschiedenen Tagen nach 
doppelseitiger Nebennieren- 
exstirpation bei Ratten. 3cem 

2.81 ¢ Oliven6é!] mit Magen- 
sonde. Gewicht der Tiere 148 


Tabelle LV. 
Normale Tiere. Fettresorption 
in 6 Stunden. 





bis 195 ¢. 
Behandlung 


Ohne Behandlung : ; 
mit 2 cem Eueortor 





Tage nach der Resorbiert 
Tier-Nr. Nebennieren- in 6 Std. 
exstirpation 


1,034 bis 1,322 

1.400* 1,271 
an 57: 1,153 0,764 
ae ‘ 1,047 1.067 
RC ‘ 09 13 9 
bee gue 0.730 0,720 
662 i A 0,877 0.839 

Versuch 0.0 bis 0.26 * 5 friihere Versuche. 

Tabelle I 

(12 Tiere) 


668 9 0,132 


Als Methode der Wahl zur Priifung der Fettresorptionsstérung 
ergibt sich also die subcutane Injektion von 2cem Rindenhormon 
zur Zeit der Fiitterung mit 3 ccm Olivenél und eine Resorptionsdauer 
von 6 Stunden am 4. Tage nach der doppelseitigen Nebennierenexstir- 
pation bei erwachsenen Ratten. 

5d. Wirkung verschiedener Rindenpraparate. Auber Eucorton haben 
wir noch verschiedene andere Nebennierenrindenpraparate beziiglich 
ihrer Wirkung auf die Fettresorption von nebennierenlosen Ratten 
untersucht. Praparat L hatte in fiinf Versuchen mit Dosen von 1 bis 
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t{mg | bis 3 Stunden vor der Fitterung intramuskular injiziert kein: 
Fettresorption zur Folge (die Werte lagen zwischen 0,048 bis 0,264 mg 

Praparat M hatte in Dosen von 2cem, gleichzeitig mit der Fettfiitteruny 
gegeben, in zwei Versuchen keine, M, 0,173, 0,424, M, 0,223, 0,337 (3 cen 
injiziert ), 0.483 g (2mal 3cem injiziert) Resorption zur Folge. Praparat N, 
bewirkte in 0,2. bis 1,3 cem Lésung 0,105, 0,283, 0,230, 0,356 
Praparat N, in wasseriger Lésung 0,197, 0,135, 0,445, 0,445 ¢ Fett 
resorption. Bei Eugorton fanden wir, dab gebrauchte Proben nach 
einigen Monaten unwirksam wurden. 

6. Beeinflussung der normalen Fettresorption. Die Frage liegt nah 
ob auch die normale Fettresorption durch Rindenhormon  gesteigert 
werden kann. Wie Tabelle IV zeigt, ist das durchaus nicht der Fall 
Die optimale Fettsynthese in der normalen Diinndarmschleimhaut kann 
nicht vergréBert und deshalb die Resorption nicht weiter vermehrt 
werden. Dies entspricht dem, was man erwarten wiirde. 


Ll. Wirkung von Flavinphosphorsdure, 

Nachdem Flavinphosphorsaure in anderen Fallen-das Rindenhormon 
vertreten kann, wurde versucht, ob diese Gleichheit der Wirkung auch 
beziiglich der Fettresorption besteht. Die Versuche sind in Tabelle \ 
wiedergegeben. Benutzt wurden die friiher angewandten Praparate 
aus Leber und Hefe (4) (5)!. ; 

Nebennierenlose Ratten haben in diesen Versuchen am 4. Tage 


nach der Nebennierenexstirpation 0,073 bis 0,26 g Fett resorbiert 
(.Mittel: 0,151 q). 
Vier Tiere erhielten zweimal 0,12 mg des Karrerschen Flavin 


phosphorsaéurepraparats (etwa 50): die Fettresorption war nun im 
Mittel 0,419 q. 

Sieben Tiere mit Hefekonzentrat (in Mengen von 150 bis 250 mg 
wiederholt gegeben) zeigten im Mittel 0,681 g¢ Fettresorption. 

Demnach haben zwei Flavinphosphorsdurepraparate ganz ver- 
schiedener Herkunft die Fettresorption wiederhergestellt: die Wirkung 
ist also auch in dieser Beziehung dieselbe, wie mit dem Hormon det 
Nebennierenrinde (Eucorton). 

Da Flavinphosphorsiure die Fettresorption wiederherstellen 
mu, haben wir schon a priori daraus gefolgert, daB die nebennieren- 
losen Tiere, welche mit Flavinphosphorsiure am Leben erhalten 
werden (1) (2), keine Fettstiihle haben und gut gedeihen. Die friiheren 
Versuche, in welchen nach Exstirpation der Nebennieren die Tiere 


' Diese sind nicht reine Flavinphosphorsaurepraparate. Deshalb 
besteht —- wie schon frither hervorgehoben wurde die Méglichkeit, dal 
andere Substanzen, die in derselben Vitamin B,-Fraktion vorhanden sind, 
eine Rolle spielen. 
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labelle VV. Resorption von Fett bei nebennierenlosen Ratten. 
$. Tag nach Exstirpation der Nebennieren. Fiitterung von 3 cem 2.81 
Olivendl. Resorptionsdauer 6 Stunden.) 





Gewicht Resorbiert. 
des Tieres  Olivendl Behandlung 


a v 


170 0,105 Ohne Behandlung (Korbrolle) 
160 0,141 
170 0,073 
220 0,168 
150 0,269 


160 0,537 Flavinphosphorsiure (aus Leber, Aarrersches l’ra 
150 0.368 parat mit 30°/) Flavin, davon */, als Flavinphosphor 
160 0.467 siure). 1205 2Std. vor und 120; gleichzeitig mit 
220 0,425 der Fettfiitterung 


Hefekonzentrat. taglich 250 mg seit der Nebennieren- 
exstirpation und 259mg gleichzeitig mit der Fett 
futterung 

165 0,932 Ebenso, jedoch nur 200 mg 
160 0,704 y ‘ » oD 
163 0.774 ‘4 » Boe s 
160 0,595 < » too 

16 180 0.459 Ns 2 » 100 


170 0.747 
180 0.580 


am Leben erhalten wurden, sind an jungen, wachsenden Tieren gemacht 
worden. Die in diesem Teil Lf erwahnten Versuche sind dagegen an 
ausgewachsenen Tieren ausgeftihrt. Wie aus den Versuchen hervorgeht. 
hat auch bei diesen die Flavinphosphorsaure die Fettresorption wieder- 
hergestellt. 

Zusammenfassung. 

Wir konnten unseren Befund, daB Rindenhormon die Fettresorption 
nebennierenloser Ratten wiederherstellt, bestatigen und beziiglich 
Menge und zeitlicher Anwendung weiter ausbauen. Es wurde auch 
gezeigt, dab eine Resorption tiber den normalen Wert der Fettresorption 
hinaus weder bei nebennierenlosen, noch bei normalen ‘Tieren mit 
tindenhormon zu erreichen ist. Ferner wurde die Wirkung einer Reihe 
von anderen Praparaten gepriift. SchlieBlich wurde gezeigt, dab nicht 
nur Rindenhormon, sondern auch  Flavinphosphorsaure-Praparate 


(Vitamin B,) die Fettresorption der nebennierenlosen ‘Tiere wieder- 


herstellen. 
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Nebennierenrinde und Fettwanderung. 
Von 
F. Verzar und L. Laszt. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 5. Oktober 1936.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Nicht nur die Fettresorption, sondern auch die Fettmobilisierung 
steht unter dem Einflu8 der Nebennieren. Wir haben vor kurzem 
gezeigt (1), daB keine Fettwanderung aus den Fettdepots in die Leber. 
wie sie in typischer Weise bei P-Vergiftung auftritt, stattfindet, wenn 
die Nebennieren exstirpiert sind. Wir untersuchten nun, ob die Fett 
wanderung durch Rindenhormon wiederherstellbar ist. und, da auch 
Flavinphosphorséure bei der Fettresorption heilend gewirkt hat (2), ob 
diese auch hier KinfluB hat. 

Methodisch gingen wir ebenso vor wie in der erwahnten vorigen 
Arbeit iiber Fettwanderung (1). Die Tiere erhielten eine fettreiche Dit, 
die auBer den gewéhnlichen Bestandteilen noch 20°, Kokosfett enthielt. 
Nach |4tagiger Vorfiitterung wurden die Nebennieren exstirpiert und nun 
nur die gew6hnliche Rattennahrung ohne besonderen Fettzusatz gegeben. 
(,,.Diat C** der vorigen Arbeit.) Fettbéstimmung in den Lebern wie friiher. 
Vom vierten bis neunten Tag wurden taglich 0,5¢ P injiziert, die Tiere dann 


getétet und der Fettgehalt der Leber bestimmt. 


Versuche, 

In der vorigen Arbeit betrug bei sechs normalen ‘Tieren der Fett 
yehalt der Leber 4,70°,, bei fiinf nebennierenlosen Tieren 5,39°, und 
nach Phosphorvergiftung 5,25°,. Die Tiere unserer jetzt untersuchten 
Versuchsreihe hatten allgemein einen geringeren Fettgehalt der Leber 
als im Friihjahr. Bei drei normalen Tieren fanden wir jetzt 3,74°,. bei 
zwei nebennierenlosen Tieren 4,33 °% und bei einem Tier nach Phosphor 
vergiftung 4.35°,. In Bestatigung des friiheren Befundes tritt also am 
nebennierenlosen Tier auch jetzt keine Fettleber auf (Tabelle 1). 

Drei Tiere erhielten gleichzeitig mit der Phosphorgabe taglich 1 cem 
Eucorton subcutan injiziert. Es entwickelte sich eine sehr starke Fett- 
leber mit einem Fettgehalt von 8,18°%, der gréBer ist, als wir sonst je 
beobachtet haben. Damit ist der Beweis erbracht, dal die Fettleber 
nach Phosphorvergiftung bei den nebennierenlosen Tieren wegen des 
Mangels der Rinde fehlt und durch das Rindenhormon ersetzt werden 
kann. 

Die durch chemische Analyse nachgewiesene Fettleber  labt 
sich aber auch ohne weiteres schon makroskopisch erkennen. Die 





Nebennierenrinde und Fettwanderungyg. 


\bbildung 1 zeigt die Lebern von drei Ratten, deren Nebennieren 
exstirpiert worden waren, links ohne Behandlung, rechts nach fiinf- 
tagiger Phosphorvergiftung und in der Mitte. wenn gleichzeitig mit 
dem Phosphor noch taglich | cem Eucorton injiziert wurde. In letzterem 
Falle ist eine intensive, hellgelbe Fettleber entstanden. 


Abb. 1. Die Leber von nebennierenlosen Ratten 
links: ohne Behandlung, 
rechts: nach 5tigiger Phosphorvergiftung, 
Mitte: nach 5tigiger Phosphorvergiftung mit tiglich | cem Eucorton 


Tabelle 1. Fettwanderung nach Nebennierenexstirpation. 





Hefe- 
kon- 
zentrat 


P-Ver- Rinden- 
giftung hormon 


Leber- <= 
Behand- ge- z 
wieht ‘ =. 

: = 

st 


Crappe lung 


£ Tage 


normal i 7,349 3,74 normal 
i Kucorton i 8.843 
Neben- . _ - 6.451 
nieren 
exstirp. 
Dasselbe — P’-ver- 1 7,388 
wittet 
P-ver- ‘ LOL J ‘ 121 818 Fett- 
giftet mit leber 
Kucorton 
P-ver- ’ Lf : . 7 6,43 Fett- 
giftet mit leber 
Hefe 
inmerkuny. Parallelversuche aus dieser Zeitschr. 285, 356, 1936: 
6 - 5.601 normal 


normal 
5.195 9 


Neben- Dd 
nieren 
exstirp. 


Dasselbe | P-vergiftet 6,209 


Nach diesem Befund schien der Einwand méglich, dab eventuell 
das injizierte Rindenpraparat (taglich 1 cem Eucorton) schon an sich 
Fettleber verursachen kénnte. Deshalb wurden in der nachsten Ver- 
suchsteihe drei normale Ratten mit den gleichen Mengen Eucorton 
hehandelt. Der Fettgehalt betrug 4,33°,. es war also keine Fettleber 
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entstanden. Kucorton verursacht demnach keine Fettleber, aber « 
macht die Entstehung derselben beim nebennierenlosen Tier nac! 
Phosphorvergiftung méglich. Im Zusammenhang mit den Befunde 
bei der Fettresorption (2) ist bemerkenswert, daB Eucorton (Rinder 
hormon) also ebensowenig wie es die Fettresorption iiber das normale Maj; 
fordernm, so auch keine abnorme Fettwanderung aus den Depots ver 
ursachen kann. In beiden Fallen kann es nur die Verhaltnisse vor de: 
Nebennierenexstirpation herstellen, aber nichts dariiber hinaus. 

Nachdem gefunden worden war, dab Hefepraparate, die Vitamin J3, 
in Form von Flavinphosphorsiure enthalten, und aus Leber hergestellt: 
Flavinphosphorsaure die Fettresorption wiederherstellen, lag es nahe. 
zu untersuchen, ob auch die Fettwanderung nach Phosphorvergiftuny 
beim nebennierenlosen Tier durch Hefekonzentrate wieder herstellba: 
ist. Wir besitzen hieriiber leider nur zwei Versuche, die nach tagliche: 
Fiitterung eines Hefekonzentiates (2) wahrend der Phosphorvergiftung 
einen Fettgehalt der Leber von 6,43 °,, gegeniiber 4,.35°, ohne Behand 
lung, zeigen. Es war also eine deutliche Zunahme vorhanden, aber die 
Fettleber war nicht so stark wie nach Rindenhormoninjektion. 

Das Fehlen der Fettwanderung nach Nebennierenexstirpation haben 
wir also auf den Fortfall der Rinde zu beziehen. Das Fett macht bei 
seiner Wanderung aus den Depots wohl ahnliche Veranderungen durch 
wie in den Epithelzellen der Darmschleimhaut wahrend der Resorption 
wenn Neutralfett synthetisiert wird. Nach Sinclairs (3) Untersuchungen 
kann es als bewiesen gelten, daB dabei Phosphatide als Zwischenprodukt 
vebildet werden; hierzu ist die Gegenwart des Rindenhormons ndtig. 

Ebenso wie bei der Fettresorption scheint hier die Wirkung des 
Rindenhormons itiber Flavinphosphorséure zu gehen. Entweder wirken 
beide im gleichen Sinne, oder das Rindenhormon ist nétig, um die 
Funktion der Flavinphosphorséure zu erméglichen. 


Zusammenfassung. 

Bei Ratten, deren Nebennieren exstirpiert wurden, entsteht nach 
fiinftagiger Phosphorvergiftung keine Fettleber. Gibt man diesen 
Tieren aber gleichzeitig auch Nebennierenrindenhormon, so werden 
sehr starke, auch makroskopisch deutliche Fettlebern, mit Erhéhung 
des Fettgehalts auf das Doppelte, gebildet. Das Rindenhormon ist also 
auch zum Wandern des Fettes aus den Depots nétig and kann auch 
hier —- wie es scheint durch Flavinphosphorséiure bzw. Hefe ersetzt 
werden. 

Literatur. 


1) L. Laszt u. F. Verzar, diese Zeitschr. 285, 356, 1936. 2) Dieselben, 
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Die Umbildung der Milchsiure durch verschiedene 
Schimmelpiize. 
Von 
Tadeusz Chrzaszez und Ryszard Sehillak. 
(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat 
Posen.) 


(Eingegangen am 6. Oktober 1936.) 


In einer friiheren Arbeit konnten wir feststellen’, da8 der Schimmel- 
pilz Botrytis cinerea auf Calciumlactat Citronensiure und Oxalsaure 
sowie in geringer Menge auch andere Sauren bildet, dab er dagegen auf 
Ammoniumlactat nur Citronensaure und keine Oxalsaure erzeugt. Da diese 
Beobachtungen den bisher in dieser Hinsicht durchgefiihrten Unter- 
suchungen widersprechen?, machen sie die Frage der Umbildung und 
des Verbrauchs der Milchséiure durch verschiedene, besonders in der 
Milchindustrie auftretenden Schimmelpilze aktuell. 

Zur Untersuchung dieses Problems verwendeten wir von wichtigeren 
Schimmelpilzen der Milchindustrie: Penicillium Gorgonzola, P. roque- 
forti, P. Camemberti und P. Stilton, ferner die dort haufig infizierend 
auftretenden Arten: Dematium pullulans, Monilia fructigena, Rhizopus 
nigricans, Mucor spinosus und M. racemosus, auBerdem stark siuernde 
Schimmelpilze wie Penicillium X., Pen. citreonigrum, Aspergillus niger 
W.I., Asp. niger W. II. und Asp. niger 8. Die Untersuchungsergebnisse 
werden im folgenden ausgefiihrt. 


‘ 


Penicilliumarten. 


Penicillium Gorgonzola. Ahnlich wie bei friiheren Untersuchungen (I. ¢.) 
wurden die Sporen auf 8% ige Malzwiirze in fiinf 750-cem-Kolben mit je 
100 cem Wiirze gesit. Sobald der Pilz sich nach 8 Tagen geniigend ent- 
wickelt hatte, wurde die Wiirze abgegossen, das Mycel ausgewaschen und 
in jeden Kolben 100 cem 2,5 %iges Calciumlactat und 1 g CaCO, gegeben; 
fir fiinf Kolben wurden demnach 12,5 g Calciumlactat und 5g CaCO, 
verwendet. (Das Calciumlactat der Firma 2. Merck, D. A. B.C., ist von 
uns gepriift worden und enthielt nicht die geringsten Spuren von Ameisen-, 
Essig-, Propion- und Butterséure.) Die Lésung wurde 10 Tage in einer 
Temperatur von 22°C gehalten, dann abfiltriert und das Mycel sorgsam 
ausgewaschen (Lésung A). Mycel und Niederschlag wurden sodann 
24 Stunden lang mit 20°%iger Essigsiure behandelt, darauf wurde ab- 
filtriert und ausgewaschen (Lésung B). SchlieBlich wurde das Mycel mit 
8 %iger Salzsiure iibergossen; nach weiteren 24 Stunden wurde abfiltriert, 

1 T, Chrzaszcz u. K. Leonhard, Biochem. J. 30, 1936, im Druck. 

2 OC, Wehmer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 62, 2672, 1929; W. Thies, ebenda 
64, 214, 1934; O. Acklin, diese Zeitschr. 204, 253, 1929. 
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ausgewaschen und so die Lésung ,,C‘* erhalten. Das Gewicht des ausge 
waschenen und bei 105°C getrockneten Mycels aller fiinf Kolben betrug 
zusammen 2,65 g. . 

Lésung ,,A‘‘ wurde zunachst auf Glyoxylsiure untersucht, indem ein 
besondere Probe mit Aminoguanidinacetat behandelt wurde. Es wurd 
jedoch kein Kondensationsprodukt mit Glyoxylsiure ausgeschieden. Auch 
mit Hilfe der durch 8. Winkler! modifizierten Reaktion von Adamkiewicz 
Hopkins, desgleichen durch die Naphthoresorcinreaktion konnte diese 
Saure nicht nachgewiesen werden. Alle Teste waren negativ 2. 

Die Lésung wurde darauf zur Halfte abdestilliert und von dem er 
haltenen Destillat wiederum 100 ccm abdestilliert. Dieses Destillat zeigte 
0° Tr. und eine schwache Riminireaktion auf Acetaldehyd; mit alkalischer 
Jodlésung ergab es einen schwachen Jodoformgeruch. Mit dem Scott- 
Wilson-Reagens (8S. W. R.)* wurde ein Niederschlag ausgefallt. Diesem 
Niederschlag wurde H,O, zugesetzt und sodann in einen das 8. W.R. 
enthaltenden Behilter iiberdestilliert. Es entstand eine deutliche, wenn auch 
schwache Triibung, was auf geringe Acetonmengen hinweist. 

Darauf wurde Lésung ,,A“‘ in zwei Halften geteilt und eine Halfte mit 
Schwefelsiure versetzt und mit Wasserdampf destilliert. Zur Neutrali- 
sierung des Destillats wurden 7 cem n/10 NaOH verbraucht. Das neutrali- 
sierte Destillat wurde sodann auf 100 ccm eingedampft und in 40 cem 
davon die Ameisenséiure nach der Finckeschen Methode* bestimmt. Es 
wurden 0,0217 g Hg,Cl, erhalten, fiir die ganze Lésung ergaben sich dem- 
nach 0,1085 g Hg,Cl,, die 0,0106 g Ameisensiure entsprechen. Wenn man 
annimmt, da} der Reaktionsverlauf von CH,.CHOH.COOH zuaH.COOH 
fiihrte, so wurden dafiir 0,2° 4 Calciumlactat verbraucht. 

40 cem desselben Destillats wurden zur Entfernung der Ameisensaure 
mit einem Chromsiéiuregemisch erwirmt, und dann mit Wasserdampf 
destilliert. Das Destillat wurde sodann mit Bariumlauge neutralisiert und 
bis zur Trockene abgedampft. Die erhaltenen 0,0242 g Bariumsalz bildeten 
mit H,SO, 0,0212g BaSO, und entsprechen 0,0234g Bariumacetat 
bzw. 0,0259 g Bariumpropiat. 

Die verbliebenen 20 cem des Destillats hatten nach Anséuerung mit 
Schwefelsiure einen scharfen, ranzigen Geruch; die Klinca-Reaktion ° 
auf Buttersaure fiel negativ aus. Die fliichtigen Sauren bestehen demnach 
aus Ameisen-, Essig- und Propionséiure. Auf die gesamte ,,A‘‘-Lésung 
entfallen 0,121 g Bariumsalz, dies entspricht 0,088 g Propion- bzw. Essig- 
saiure, gleich 0,129 g Calciumlactat. Nimmt man an, da aus einem Molekiil 
Milchsiéure ein Molekiil Propion- bzw. Essigséure entsteht, so wird in 
diesem Falle der Verbrauch von Calciumlactat 1,03% betragen. 

Die zweite Halfte der ,,A‘‘-Lésung wurde zu 200 ccm erganzt und in 
ihr die Milchsiure mit dem Apparat von H. Lieb und M. K. Zacherl® be- 
stimmt. Fiir 10 cem Lésung wurden 8,1 cem n/10 Jod verbraucht, fiir die 
gesamte ,,A‘‘-Lésung ergeben sich daher 32,4cem n/10 Jod, was 1,45 ¢ 
Milchséure und 1,76g Calciumlactat entspricht. Daraus folgt, daB der 
Verbrauch von Calciumlactat 10,74 g, demnach 85,9, betrug. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 50, 1935. -- ? E. Abderhalden, 
Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. I, 6, 1925. — * O. Folin, J. of biol. 
Chem. 18, 265, 1914. — 4 E. Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 
Abt. I, 6, 625, 1925. —- ® Diese Zeitschr. 273, 1, 1934. — ° Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 211, 211, 1932. 
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Die iibrige ,,A‘‘-Lésung wurde mit Bleiacetat behandelt. Dabei fiel 
n geringer Menge ein Niederschlag aus, aus dem nach Zersetzung durch 
H,S eine geringe Menge einer (gegen Kongorot) sauren Substanz erhalten 
wurde, welche nicht die Denigés-Reaktion auf Citronen-, Apfel- und Glykol- 
saure ergab, gleichzeitig aber kalt eine KMnO,-Lésung entfarbte und sich 
mit einer FeCl,-Lésung schwach gelb fairbte. Wegen ihrer geringen Menge 
konnte sie nicht naiher bestimmt werden; vermutlich enthielt sie ein Gemisch 
von Fumar- und Apfelsaure. 

Zam Filtrat wurde nach der Bleisalzung Ammoniak bis zur alkalischen 
Reaktion zugesetzt. Dabei fiel ein Niederschlag von alkalischem Bleisalz 
aus, aus welchem mit Schwefelwasserstoff eine sehr geringe Menge einer 
(gegen Kongorot) sauren Substanz ausgeschieden wurde. Die Denigés- 
Reaktion mit Kodeinlésung auf Glykolséure fiel negativ aus!. Auch diese 
Substanz konnte wegen ihrer geringen Menge nicht naiher bestimmt werden. 

Die Lésung ,,B** wurde auf 250 ccm eingedampft und in 5ecem das 
Calcium als Caleiumoxalat ausgefallt. Der abfiltrierte Niederschlag wurde 
sodann nach Auswaschung in verdiinnter Schwefelséure aufgelést und die 
Oxalsiure hei mit n/l10 KMnO, bestimmt. Es wurden dabei 34,9 eem 
KMnO, verbraucht, fiir die gesamte ,,B‘-Lésung ergeben sich demnach 
174,5 cem n/10 KMn0OQ,, und dies entspricht 4,89 g CaO = 8,73 g¢ CaCQO,. 

Zum Rest der ,,B‘‘-Lésung wurde Bleiacetat hinzugegeben und dadurch 
ein Salz ausgefallt, das jedoch wegen seiner geringen Menge nicht naher 
bestimmt werden konnte; vermutlich handelte es sich um Bernsteinséure. 

In Lésung ,,C** fiel nach Alkalisierung mit Ammoniak kein Nieder- 
schlag aus, woraus folgt, daB Oxalsaéure nicht vorhanden war. Dagegen 
wurden 0,18g CaO gefunden, die 0,33g CaCO, entsprechen. Im 
ganzen wurden demnach in Lésung ,,B"“ und ,,C™ 8,73 + 0,33 = 9,06 ¢ 
CaCO, gefunden. Da zur Naihrlésung nur 5g CaCO, hinzugefiigt waren, 
stammt der Unterschied 9,06 —- 5,0 = 4,06 g vom Abbau des Calciumlactats. 
Nimmt man an, daB die Reaktion folgende ist: (CH,.C HOH .COO),Ca 

-CaCO,, dann entsprechen 4,06 g CaCO, 70,86 % des verbrauchten 
Calciumlactats. 

Addiert man die fii die einzelnen Reaktionsprodukte verbrauchten 
Caleiumlactatmengen: 70,86 + 0,2 + 1,03 g, so erhalt man 72,09% im 
Gegensatz zu 85,9°%,, die auf Grund direkter Bestimmung der verbliebenen 
Milchséuremenge erhalten wurden. Der Unterschied von 13,8, ist die- 
jenige Menge von Calciumlactat, die vom Schimmelpilz fiir den Mycel- 
zuwachs, ferner fiir naher nicht bestimmte Produkte verbraucht wurden; 
auch Fehler bei der Bestimmung der einzelnen Produkte diirften hier in 
Frage kommen. 

Aus obigem geht hervor, daB Pen. Gorgonzola die Milchsaure des 


Calciumlactats verarbeitet, wobei sich Ameisen-, Essig- und Kohlen- 
sdure, Acetaldehyd, Aceton und vermutlich auch Fumar-, Apfel- und 
Bernsteinsdure bilden. 


Andere Peniecilliumarten. 


Auf ahnliche Weise wie Pen. Gorgonzola wurden P. roqueforti und 
P.Camemberti (die auf Lactat in je zwei Proben, die eine 10, die andere 
21 Tage lang, gehalten wurden), ferner P. Stilton, Pen. X und P. citre- 


1 EF. Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. I, 6, 1925. 
24* 
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onigrum untersucht. Bei allen diesen Arten wurden in den Lésungen ,, A‘ 


und ,,B“ durch Bleiacetat Niederschlige saurer Substanzen ausgefallt, 
die wegen ihrer geringen Menge nicht naiher bestimmt werden konnten. 
Die Untersuchungen wiesen jedoch darauf hin, da8 in diesen Niede: 
schlagen aller Wahrscheinlichkeit nach Apfel-, Fumar- und Bernstein 
siure vorhanden waren. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle | 
zusammengestellt. 

Aspergillusarten. 


Aspergillus niger W.1II. Nach guter Mycelentwicklung auf 8 °jiger 
Malzwiirze im Verla if von 9 Tagen wurde die Wiirze abgegossen, das Myce! 
ausgewaschen und darauf in jeden der fiinf Kolben je 100 cem 2,5 %iges 
Calciumlactat und je 1 g CaCO, gegeben. Der Pilz verblieb 9 Tage auf dem 
Lactat, dann wurde das Mycel ausgewaschen und wog getrocknet 4,35 g. 

Die Lésungen ,,A‘“, ,,B‘S und ,,C‘*‘ wurden, wie oben angegeben, erhalten. 
Glyoxylsaure, Athylalkohol, Acetaldehyd und Aceton wurden nicht gefunden. 
Die Halfte der Lésung ,,A‘‘ wurde mit H,SO, angesiiuert und mit Wasser- 
dampf destilliert. Zur Neutralisierung des Destillats wurden 9,8 eem n/10 
NaOH verbraucht. Butterséiure war nicht vorhanden, Ameisensiure wurde 
nur in Spuren nachgewiesen, die gefundenen fliichtigen Siéiuren waren eine 
Mischung von Propion- und Essigséiure in einer Menge von 0,145 g, als 
Propionsaiure berechnet, und entsprechen 2,3 %%, des verbrauchten Calcium. 
lactats. 

Darauf wurde die Milchsaéure bestimmt und 5,20 g = 6,30 g Calcium- 
lactat festgestellt; ihr Verbrauch durch den Pilz betrug demnach 49,6 °,. 
AuBerdem wurde sowohl aus Lésung ,,A‘‘ wie auch aus ,,B‘* durch Blei- 
acetat ein saures Salz ausgefallt, das wegen seiner geringen Menge nicht 
naher bestimmt werden konnte, das jedoch wahrscheinlich Fumarséure 
enthielt; die Reaktion auf Citronenséure fiel negativ aus. 

Aus Lésung ,,C“ fiel nach Alkalisierung mit Ammoniak ein reichlicher 
Niederschiag von 2,355 g eines Calciumsalzes aus, das nach der folgenden 
Analyse Calciumoxalat war, denn: 

aus 0,2325 g Calciumsalz wurden 0,2132 g CaCO, erhalten, was 0,2288 g 
(COO),Ca . H,O entspricht, ' 
' fiir 0,2687 g Calciumsalz wurden 36,3 com n/10 KMnO, verbraucht, was 
0,2652 g (COO),Ca . H,O entspricht. 

Wenn man in Betracht zieht, daB aus 1 Molekiil Calciumlactat 2 Mole- 
kiile Oxalsaure entstehen, findet man, da8 zur Bildung von 2,355 g Caleium- 
oxalat 38,2% Calciumlactat verbraucht wurden. 

Auf die gleiche Weise wie oben wurden Asp. niger S. und Asp. niger W. I. 
zweimal, das zweite Mal (Nr. 2) ohne Zusatz von CaCO, zum Lactat, unter- 
sucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchung bringt Tabelle I. 


Andere Schimmelpilzarten. 


Monilia fructigena. Das Mycel entwickelte sich in der Malzwiirze 
19 Tage Jang in neun Kolben. Die abgegossene Wiirze war stark sauer und 
zeigte eine deutliche Denigés-Reaktion auf Citronensiure. 100 ccm Destillat 
besaBen 0,4° Tr. Mit Chlorbenzoil ergab das Destillat den charakteristischen 
Geruch des Athylobenzoeesters, enthielt demnach Athylalkohol. AuBerdem 
war die Reaktion nach Rimini auf Acetaldehyd und mit dem 8S. W. 
Reagens auf Aceton deutlich. 
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Nach Auswaschen wurde das Mycel mit 2,5 °gigem Calciumlactat iibe: 
gossen und weiterhin wie bei den anderen Schimmelpilzen verfahren. Nac} 
21 tagiger Kinwirkung auf das Lactat wog das getrocknete Mycel aus newn 
Kolben 5,45 g. 

Die Lésung ,,A‘*‘ zeigte eine neutrale Reaktion von gelbbrauner Farbe. 
Die Reaktion auf Glyoxylsiure war negativ. 100 ccm Destillat zeigten 
0,19 Tr. und gaben mit Chlorbenzoil den charakteristischen Geruch des 
Athylobenzoeesters, enthielten demnach Athylalkohol. Weiterhin zeigte 
das Destillat die Reaktion auf Acetaldehyd und eine schwache Reaktion 
auf Aceton. 

Zur Neutralisierung der fliichtigen Sauren des Destillats wurden fii: 
die angeséiuerte Halfte der ,,A‘‘-Lésung 8,6cem n/10 NaOH verbraucht 
In 40 cem dieser Lésung wurde mit Sublimat die Ameisensiiure bestimmt. 
Die gesamte Lésung enthielt 0,025 g¢ Ameisensiure, fiir die 0,27°, des 
Calciumlactats verbraucht wurden. In weiteren 40 cem wurden sodann 
andere fliichtige Saéuren bestimmt und dabei 0,0251 g Bariumsalz erhalten. 
Dieses Salz enthielt keine Buttersaéure, sondern nur ein Gemisch von Essig- 
und Propionsdure, deren Menge, als Propionsiure berechnet, 0,070 g betrug. 
und zu deren Bildung 0,45 % Calciumlactat verbraucht wurden. 

In der zweiten Halfte der Lésung ,,A‘* wurde sodann die Milchsaure 
bestimmt, 16,89 g entsprechen 19,99 g Calciumlactat. Der Verbrauch des 
Calciumlactats betrug nur 11,1 %. 

Im Rest der ,,A‘‘-Lésung (240 cem) wurde mit Bleiacetat ein Nieder 
schlag ausgefallt, aus dem 0,125 g einer sauren Substanz erhalten wurden, 
die die Reaktion von Deniqés und Stahr auf Citronenséure zeigte. Im Filtrat 
des Bleisalzniederschlags fiel nach Alkalisierung mit Ammoniak ein neue 
Niederschlag aus, aus dem 0,262 g einer sauren Substanz erhalten wurden, 
welche ebenfalls die Reaktion auf Citronensaiure zeigte. Wenn man an- 
nimmt, da aus 3 Molekiilen CH,.CHOH.COOH 1 Molekiil C,H,0O, 
entsteht, dann sind zur Bildung obiger Citronensiituremenge 5,86% des 
Calciumlactats nétig. 

In der Lésung ,,B‘‘ wurde Calcium bestimmt und 6,00 g CaCO, ge- 
funden. Aus der verbliebenen Lésung wurde durch Bleiacetat noch ein 
schwacher Niederschlag abgeschieden, der eine sehr geringe Menge einet 
sauren, nicht naiher bestimmbaren Substanz enthielt. 

In Lésung ,,C“ fielen nach Alkalisierung mit Ammoniak 0,870 g Nieder- 
schlag aus, der Oxalsaure enthielt und zu dessen Bildung 3,34 °% des Caleitum- 
lactats verbraucht wurden. Im Filtrat der Oxalsiure wurde sodann das 
Calcium bestimmt und 0,32 g CaCO, gefunden; die Gesamtmenge des 
CaCO, betrug demnach 6,32 g. Da in die Nahrlésung 9 g CaCO, eingefiihrt 
worden waren, sind also 2,68 g CaCO, bei der Bindung der Oxalsiure bzw. 
anderer Séuren verbraucht worden. 

Auf gleiche Weise wurde das Verhalten von Monilia fructigena auf 
Calciumlactat noch einmal untersucht, nur wurde der Pilz 30 Tage lang 
auf der Malzwiirze gehalten, um ein kraftigeres Mycel zu erzielen. AuBerdem 
wurde das Verhalten anderer Schimmelpilze untersucht. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle II zusammengestellt. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Bei der Untersuchung des Verhaltens verschiedener Schimmelpilze 
auf Calciumlactat ist besonders deren Fahigkeit, aus Milchsaure Citronen- 
siure zu bilden, bemerkenswert, die wir schon bei Botrytis cinerea 
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1achwiesen (1. c.). Auch die 
Bildung von Athylalkohol ist 
hervorzuheben. Die einzelnen 
Schimmelpilze sind jedoch in 
ihrem Verhalten auf Lactat 
sehr verschieden, besonders 
hinsichtlich ihrer Fahigkeit, 
das Lactat bis zu CO, abzu- 
bauen. Am leichtesten ver- 
arbeiten es die Penicillium- 
arten, besonders P. Gorgon- 
zola und P.Camemberti, am 
schwersten verschiedene Mu- 
corarten, jedoch auch diese 
mit individuell verschiedener 
Schnelligkeit, wobei der Pilz 
um so mehr Milchsaéure ver- 
braucht, je langer er einwirkt. 

Was die Umbildungs- 
produkte betrifft, so bilden 
alle Schimmelpilze fliichtige 
Sauren, und zwar Essig- und 
Propionsdure und meistens 
auch Ameisenséure. Beson- 
ders viel fliichtige Sauren, 
hauptsachlich Ameisensaure, 
bildet Dematium pullulans, 
bedeutend weniger bilden die 
Mucor- und Penicillium-, am 
wenigsten die Aspergillus- 
arten. Buttersaure wird nicht 
gebildet. Ferner bilden fast 
alle Schimmelpilze Acetal- 
dehyd, einige, besonders Mo- 
nilia, auch Aceton und Mo- 
nilia und M. racemosus auch 
Athylalkohol. Oxalsaure 
wurde weder von Penicillium- 
noch von Mucorarten  ge- 
bildet; dies ist fiir die Peni- 
cilliumarten beachtenswert, 
die in der Milchindustrie 
Verwendung finden, bzw. 


Tabelle II. 


Umbildungsprodukte bei der Einwirkung verschiedener 


Schimmelpilze auf Calciumlactat. 
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dort als Verunreinigung auftreten, und die gleichzeitig leicht di: 
dort durch Bakterien gebildete Milchsiure zu verbrauchen vermégen 
Oxalsiure wird dagegen von den Aspergillusarten, teilweise in groBe: 
Menge, und auBerdem auch von Monilia fructigena gebildet. Ein 
Zusatz von Calciumcarbonat vermehrt die Bildung von Oxalsaure 
durch Aspergillus bedeutend. Besonders beachtenswert ist die Fahigkeit 
Citronensiure wie auch Athylalkohol aus Milchsiiure zu bilden. Es 
scheint, daB viele Schimmelpilze, besonders Penicillium, als Umbildungs- 
produkte Fumar-, Apfel- und Bernsteinsiure bilden, dagegen konnten 
Glykol-, Glyoxyl-, Oxalessigsiure und Fehlingsche Lésung reduzierende 
Substanzen nicht festgestellt werden. 

Betrachtet man den Weg, auf dem die Umbildung der Milchsaure 
vor sich geht, dann fallt in fast allen Fallen besonders die Anwesenheit 
des Acetaldehyds, der Propion- und Essigsiure auf. Werden iiberdies 
reichlichere Mengen von Ameisensaure festgestellt, so ist das Endprodukt 
der Milchsiureumbildung ausschlieBlich Kohlenséure; ist dagegen 
Ameisensiure nicht oder nur in geringer Weise vorhanden, so ist das 
Endprodukt, abgesehen von einer gréBeren oder kleineren Menge von 
Kohlensaure, Oxalsiure. 

Bei den vorliegenden Untersuchungen konnten wir keine Brenz- 
traubenséure nachweisen, fanden diese aber bei der Umbildung von 
Lactaten durch Botrytis cinerea (l.¢.); auch 7’. K. Walker und Ph. D. 
Coppock! stellten sie bei der Umbildung der Milchséure durch Asp. 
niger fest. Uber die Entstehung von Brenztraubensiure aus Milchsiure 
berichten bei Hefen F. Bernheim”, ferner H. Wieland, O. B. Claren und 
B.N. Pramanik®, bei Bakterien C. Mazé* und W.Simon®. Nach 
C. Erb, H.G. Wood und C. H. Werkman ® wandeln Propionsaurebakterien 
die Milchséiure zu Essig-, Propion und Brenztraubensiure um, wobei 
sie von letzterer bis zu 82% bilden. Auch Staphylococcus albus und 
Staphylococcus aureus setzen Milchsiure um, wobei ersterer 97°, und 
letzterer 93 °%, Brenztraubensaure bildet’?. Wir glauben daher annehmen 
zu miissen, daB die Umbildung der Milchsdéure auch hier tiber Brenz- 
traubensaure verlauft, die dann einer Decarbonisierung zu Acetaldehyd 
unterliegt. Auf Grund der Tatsache, daB Penicillium und Dematium 
pullulans sich auf Lactat deutlich anders als die Aspergillusarten ver- 
halten, sind wir geneigt anzunehmen, daB die ersteren Arten diese 
Umbildung anders durchfiihren und zwar so, daf dabei die Milchsaure , 
oder zumindest ihr weitaus gréBter Teil, sofort in Ameisenséiure und 
Acetaldehyd zerfallt, gemaéB der Reaktion: CH,.CHOH.COOH 
+ CH,.CHO + H.COOH. Dafiir spricht die schnelle Verarbeitung 


1 J. chem. Soc. London 808, 1928. — ? Biochem. J. 22, 1178, 1929. 
— §% Liebigs Ann. 507, 203, 1934. — 4 C.r. Soc Biol. 81, 1150, 1919. — 
5 Diese Zeitschr. 245, 488, 1932. —- * J. Bacteriol. 31, 595, 1936. — 7 M.G. 
Sevag u. N. Newenschwander-Lemmer, diese Zeitschr. 286, 7, 1936. 
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der Milchsiure und die Bildung verhaltnismaBig groBer Mengen von 
Ameisensaiure durch diese Schimmelpilze. Eine gewisse Bestatigung 
lieser Ansicht ist auch die Feststellung C. Mazés, daB die Milchsaure 
bei Ammoniumlactat durch B. ithacetosucciniens! zu Essigsiure und 
Ameisensaure abgebaut wird. 

Weitere normale Umbildungsprodukte, die in allen Fallen bei der 
Kinwirkung der untersuchten Schimmelpilze angetroffen wurden, 
waren Essig- und Propionséure, wobei letztere deutlich vorherrschte. 
Wir erklaren dies durch folgende Reaktionen: 

CH,.CHOH.COOH | | CH,.CH,.COOH 

CH,.CHO | | CH,.COOH 

CH,.CHO | 
+30 | 

Es scheint,-daB die Propionsiure gréBtenteils unverandert bleibt, 
wahrend die Essigsiure bzw. das Aldehyd einer weiteren Umbildung 
zu Ameisen- und schlieBlich zu Kohlensaéure unterliegen. Den Weg, 
auf dem diese Umbildung bis zu CO, vor sich geht, gaben wir in unseren 
friiheren Arbeiten an?; eine Unterstiitzung unserer Ansicht sehen wir 
in der Arbeit von 7’. K. Walker und Coppock (I. c.), die bei der Einwirkung 
von Asp. niger auf Lactat Glyoxylsaure erhielten. 

AuBer der direkten Oxydation der Essigsiure bzw. des Acetaidehyds 
kénnen diese Verbindungen der Dehydrierung und weiteren Umbildungen 
bis zur Citronen- bzw. Oxalsaéure unterliegen*. Die Bildung von Keton 
mu schlieBlich durch Umwandlung von 2 Molekiilen Essigsaure 
erklirt werden, die iiber Acetylessigsiure zu Aceton decarbonisiert 
werden’. Da®B bei der Einwirkung von Schimmelpilzen auf Calcium- 
lactat die Milchsaure einer einfachen Verbrennung zu CO, unterliegen 
soll, wie dies aus den oben angefiihrten Arbeiten Wehmers und anderer 
(l.c.) hervorgeht, kann nicht bestatigt werden. Nach unseren Unter- 
suchungen kann man drei Umbildungsarten der Milchsaure unterscheiden, 
einmal die, welche auf dem einfachsten Wege iiber Ameisensaéure zu 
CO, fiihrt, zweitens Umbildungen mit zahlreichen mittelbaren Zwischen- 
produkten, wobei sich Athylalkohol und Citronensiure bilden, und 
drittens Umbildungen, die zur Oxalsiure bei geringen Mengen von 
Ubergangsprodukten fiihren. 


8 


—> H.COOH —> C60, +H, 0. 


Hauptergebnisse. 


1. Alle untersuchten Schimmelpilze besitzen die Fahigkeit, Milch- 
sdure in Form von Calciumlactat umzubilden und zu verbrauchen. 


1 C.r. Acad. sciences’ 156, 1104, 1913. 2 1. Chrzqszez u. M. Zako- 
morny, diese Zeitschr. 268, 105, 1933; 279, 64, 1935. 3 7. Chrzaszcz u. 
D. Tiukow, diese Zeitschr. 229, 343, 1930; 7. Chrzqszcz, D. Tiukow u. M. Zako- 
morny, ebenda 250, 254, 1932; 7. Chrzaszcz u. MW. Zakomorny, ebenda 285, 
340 u. 348, 1936. 4 A.J. Kluyver, Enzymforschung 4, 262, 1935. 
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Je nach der Pilzart betragt die Menge der verbrauchten Milchsaure 
in 2,5°igen Lésungen von Calciumlactat im Verlauf von 9 bis 10 Tagen 
6 bis 85°%. Bei lingerer Einwirkung des Schimmelpilzes ist der Lactat 
verbrauch gréBer; dabei wird die Milchsiure besonders von den Peni- 
cilliumarten, die in der Milchindustrie Verwendung finden, leicht und 
schnell verbraucht. 

2. Alle Schimmelpilze bilden auf Lactat fliichtige Sauren, und zwar 
Propion- und Essigsiure und mit Ausnahme der meisten Aspergillus- 
arten auch Ameisensaure; besonders viel fliichtige Sauren bildet Dema- 
tium pullulans. Buttersiure wurde nicht festgestellt Fast alle Schimmel- 
pilze bilden auch geringe Mengen von Acetaldehyd. 

3. Einige Schimmelpilze, besonders Monilia fructigena und Botritis 
cinerea, bilden auf Milchséure Citronenséure. Monilia fructigena und 
einige Mucorarten bilden daraus iiberdies Athylalkohol und gewisse 
Schimmelpilze auch Aceton. 

4. Hinsichtlich der Umbildungs- und Endprodukte aus Milchsaure 
kann man die Schimmelpilze in folgende drei Gruppen einteilen: 

a) In Arten, welche das Milchsiuremolekiil schnell bis zu CO, 
verarbeiten. Umbildungsprodukte sind Ameisenséiure und Acetaldehyd. 
Letzteres unterliegt mit Milchsaure teils einer Dismutation zu Propion- 
und Essigsiure und teils einer weiteren Oxydierung und Abbau zu 
Ameisensiure und schlieBlich CO,. Hierher gehéren verschiedene 
Penicilliumarten, besonders solche, die in der Milchindustrie Verwendung 
finden, und Dematium pullulans (‘Tabelle I). 

b) In Arten, welche langsame Umbildungen mit zahlreichen Uber- 
gangsprodukten, vermutlich iiber Brenztraubensiure und weiterhin 
Acetaldehyd, bewirken. Das Acetaldehyd ist das Ausgangssubstrat 
fiir eine Reihe von Umbildungsprodukten bis zur Citronensaure, wobei 
Athylalkohol, Essig-, Propion-, Ameisen-, Kohlen-, Oxal- (Fumar-, 
Apfel., Bernstein- ?)Saure und Aceton festgestellt wurden. Hierher 
gehéren Monilia fructigena und Botrytis cinerea. 

Kine ihrem Verhalten nach der Gruppe ,,a‘‘ genaherte Ubergangs- 
gruppe bilden die Mucorarten (Tabelle II). 

c) In Arten, welche Umbildungen zu Oxalsiure bewirken; dabei 
bilden sich in geringer Menge fliichtige Sauren. Diese Umbildung 
geht vermutlich iiber Brenztraubensiure und dann iiber Acetaldehyd 
von statten. Oxalsaure bildet sich in gréBerer Menge bei Zusatz von 
Calciumearbonat zur Nahrlésung. Hierher gehéren verschiedene Asper- 
gillusarten (‘Tabelle I). 





Cerimetrische Mikrobestimmung der Glucose in 0,01 cem Blut. 
Von 
Reinaldo Vanossi und Raul Ferramola. 
(Naturwissenschaftliche Abteilung der Universitat Buenos Aires, 
Argentinien. ) 
(Eingegangen am 26. Juni 1936.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer friiheren Arbeit! haben wir eine cerimetrische Mikro- 
bestimmung der Glucose in reinen Lésungen beschrieben und darauf 
eine Methode zur Bestimmung des Blutzuckers in 0,1 cem Blut vor- 
geschlagen?. Im flogenden wird eine Bestimmungsmethode fiir eine 
Menge von 0,01 ccm beschrieben, von der wir glauben, dab sie von 
Interesse sein wird, wenn es sich darum handelt, mehrere Bestimmungen 
in kurzen Zeitabstanden hintereinander vorzunehmen. Die EnteiweiBung 
erfolgt ebenfalls durch Aluminiumhydroxyd, das sich durch Zusatz 
von Natriumcarbonat zu der Mischung von Blut und Aluminiumsulfat- 
lésung in der Hitze bildet. Die filtrierte Flissigkeit wird dann der 
oxydierenden Wirkung einer heiBen sodaalkalischen Ferricyankalium- 


lésung ausgesetzt, worauf in der Kalte das Ferrocyankalium mittels 
0,000 25 n Cerisulfat und Methylviolett als Indikator® bestimmt wird. 


In Vorversuchen wurde festgestellt, da das beim Vermischen von 
Aluminiumsulfat und Soda erhaltene Filtrat weder das Verhalten des zu- 
gefiigten Ferricyankaliums noch des sich bei dem Vorgang ergebenden 
Ferrocyankaliums beeinfluBt. Versuche, in denen die Oxydation von 
Glucose in Gegenwart dieses Filtrats vorgenommen wurde, ergaben, daf 
beim Erhitzen von weniger als 5 Minuten im Wasserbad durch den Zusatz 
des Filtrats die Ergebnisse um einige Hundertstel cem nach unten ver- 
schoben werden; bei lingerem Erhitzen dagegen erhalt man etwas héhere 
Resultate. Bei 5 Minuten, d.h. bei der in unserer Technik gewahiten Zeit, 
betragt bei Anwendung von 0,003 bis 0,03 mg Glucose der Fehler nicht mehr 
als 0,01 cem unserer Ceriumlésung (Tabelle I). Es ist wichtig, véllig reine 
Reagenzien zu verwenden und von Zeit zu Zeit Stichproben mit Aluminium- 
sulfat + Soda allein vorzunehmen, und zwar mit zwei extremen Mengen 
Glucose (z. B. 0,006 und 0,03 mg), um die Faktoren, welche die Versuche 
beeinflussen kénnen, festzustellen. 

Kine Adsorption der Glucose durch den (HO), Al-Niederschlag haben 
wir nicht beobachtet; die zwei in der Technik angegebenen Waschungen 
mit heiBem Wasser geniigen vielmehr, selbst wenn man mit extremen 
Glucosemengen arbeitet. 


1 Anales de la Sociedad Quimica Argentina, 1936. — ? Anales de la 
Sociedad Cientifica Argentina, Februar 1936. 3 Annales de Chimie ana- 
lytique, 1933. 
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Tabelle I. 





Glucose Zeit der Erhitzung in 


in mg Lisung in 
g 


4 Min. 5 Min. 6 Min. 8 Min. 


0.003 | destilliertem Wasser . . . 0,28 0,29 0,29 0,30 
eee | Ra ree 0,26 0,29 0,29 0,30 


{ destilliertem Wasser... | 0,57 0,59 0,59 0,59 
CSRS co Sees Eg Se 0,55 0.60 | 0.60 


0.009 | destilliertem Wasser . . . 0,86 0,90 i" 0,90 
a Ree RRND ee ka = he Tes hs oo 4 0,84 0,99 : 0,91 


0,006 


destilliertem Wasser . . . 1,50 1,55 bi 1,56 
| SE aeons aa 1,47 1,56 . 1,58 


| 
\ 
{ destilliertem Wasser . . . 3,02 3,10 3,1 3,12 
Li eeweh ss beak ee eS 2,99 S11 3, 3,14 


0,015 
0,030 


Methode. 
Reagenzien und Arbeitsmaterial. 
1. 0,42°,ige Lésung von Al,(SO,),, 18 H,O. 
2. 1%ige Lésung von Na,CO,. 


Diese Lésungen, im Verhialtnis 5: 1 angewandt, sind fast genau aqui- 
molekular. Es empfiehlt sich, den Al-Gehalt der Aluminiumsulfatlésung 
zu kontrollieren, da bei ungeeigneter Konzentration einer der beiden 
Lésungen die EnteiweiBung unvollstandig bleibt. 


3. 0,005n Lésung von Fe(CN),K, (1,65°% ig) in 0,2n Na,CO,. Die 
Lésung ist bei LichtausschluB haltbar. Etwaige Verainderungen sind durch 
einen Kontrollversuch zu ermitteln. . 


4. Etwa 20n H,SO,. Man verdiinnt 557 cem SO,H, (A 1,84) auf 
1 Liter. 

5. Lésung von 0,1°% Methylviolett (6B). Die Lésung wird mit der Zeit 
schwacher und man muf dann bei der Bestimmung entsprechend gréBere 
Mengen anwenden. 


6. 0,00025 n Lésung von Ce(SO,),. Diese wird durch die Verdiinnung 
einer 0,1 oder 0,05n Lésung mit n Schwefelséure hergestellt!. Wenn die 
Schwefelséure und das destillierte Wasser absolut rein sind, ist die Lésung 
wahrend der ersten Stunden der Originallésung absolut gleichwertig, spiater 
vermindert sich ihr Titer nach und nach (nach 15 Tagen z. B. um ungefahr 
2'/, bis 3%). Diese Verinderung findet auch im Dunkeln statt. Man mul 
also entweder die Lésung direkt vor dem Gebrauch mit Wasser und absolut 
reiner Saure herstellen, oder vor jedesmaligem Gebrauch mit einer frischen 
0,0005 n Lésung von K,Fe(CN),, 3 H,O (0,2110 g je Liter) den Titer ein- 
stellen. 

Die Einstellung des Titers erfolgt mit 5 oder 10 cem Ferrocyankalium- 
lésung, der im ersten Falle 0,25 und im zweiten 0,50 cem 20 n Schwefelsiure 


1 Man stellt die 0,05n Lésung her, indem man 11 g (SO,),Ce, 4 H,O 
in 500cem n H,S0O, auflést. Die Lésung bleibt wihrend 1 bis 2 Jahren 
praktisch unverandert. 
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und zwei Tropfen 0,1 %iges Methylviolett und dann die Ceriumlésung bis 
zum Farbumschlag zugefiihrt werden. Es ist unbedingt nétig, gegen Ende 
der Titration die Lésung tropfenweise alle 1 bis 2 Sekunden zuzugeben; 
als Ende gilt der Augenblick, in welchem die sich ergebende gelbliche Farbe 
4 bis 6 Sekunden stehen bleibt. Von dem erhaltenen Wert muB der Blind- 
wert abgezogen werden, der sich mit destilliertem Wasser und unter identi- 
sehen Bedingungen (dieselbe Saure und derselbe Indikator) ergibt. 

7. Glucoseldsung. Die Reinheit der verwendeten Glucose war polari- 
metrisch und jodometrisch (Schoorl) kontrolliert (99,6° ). Wir bereiteten 
eine 0,3°/,ige Lésung und aus dieser die 0,03 °/pige Lésung, welche wenigstens 
12 Stunden hindurch konstant bleibt. 

8. Material. Glasréhren fiir die EnteiweiBung, ungefahr 8 * 70 mm, 
mit Sehnabel. Trichter mit einem Durchmesser von 25 bis 30 mm; Glas- 
rohren von 15 * 150mm und einem Wanddurchmesser von 0,7 
bis 0,8 mm fiir die Oxydation. Pipetten von 2 und 1 cem, gra- 
duiert und von 0,01 cem genau kontrolliertem Fassungsvermégen. 
Biirette von 5cem in '/,,cem geteilt. Reinigung mit heiber 
Schwefelsiure und Kaliumdichromat. 

Als Pipette von 0,01 cem verwenden wir eine solche mit Er- 
weiterung (s. Abb. 1). Man eicht die Pipette mittels einer Loésung 
von n/10 Ferrocyankalium, welche man in die Pipette bis zu einer 
gewissen Hohe einfiihrt, die man provisorisch anzeichnet. Man 
trocknet das Ende der Pipette auBen gut ab und spiilt das 
Ferrocyankalium mit destilliertem Wasser aus, das in die Er- 
weiterung eingefiihrt wird und titriert darauf mit 0,00025n 
Ceriumlésung. Unter Zugrundelegung des Titers der Cerium- 
ldsung berechnet man das Volumen und durch Versuche dieser Art 
kann man schlieBlich 0,01 cem genau und endgiiltig markieren. 

Blutentnahme. Man saugt das fiir die Analyse bestimmte 
Blut auf gewéhnliche Weise bis etwas iiber die Marke in die 
Pipette auf, um dann durch wiederholtes Beriihren des auBersten 
vorher gut gereinigten Endes der Pipette mit Filtrierpapier auf 
genau 0,01 cem herunterzugehen. \ 

Der Gebrauch von gerinnungshemmenden Stoffen, wie — apb.1. 
Oxalaten, Fluoriden, Citraten, ist unzulassig; wenn man also mit 
Venenblut zu arbeiten hat, mu dieses mit Glasperlen defibriniert werden. 
Man kann jedoch das Blut einige Stunden aufbewahren, wenn man es so- 
fort nach der Entnahme mit einer Lésung von (SO,),Al, behandelt, oder 
besser mit Na,CO, enteiweibt. 











EnteiweiBung. In eine der beschriebenen Glasréhren werden 1,8 cem der 
Aluminiumsulfatlésung eingelassen; man laBt das sich in der Pipette be- 
findliche Blut bis auf den Boden herunterlaufen und wascht dann, indem 
man vorsichtig die reine Fliissigkeit des oberen Teiles ansaugt ; diese Opera- 
tion wird wiederholt, um jeden Blutrest aus dem Innern der Pipette zu 
entfernen. Wenn man die Pipette mit der Erweiterung verwendet, geniigt 
es, die Aluminiumsulfatlésung in die Erweiterung einzufiillen und durch 
die Pipette auszublasen. Man schiittelt die Mischung und stellt sie ins 
Wasserbad (oder erhitzt iiber freier Flamme, aber nicht bis zum Sieden), 
bis die Fliissigkeit eine leicht braune Farbe angenommen hat (etwa 30 Se- 
kunden); man gieBt sofort 0,35 cem der 1 °,jigen Lésung von Na,CO, hinzu, 
schiittelt und taucht abwechselnd in das Wasserbad ein oder halt, wie oben 
beschrieben, direkt iiber die Flamme bis zur Gerinnung; nach einigen 
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Sekunden erhilt man iiber dem Niederschlag eine klare Fliissigkeit. Zui 
Erzielung einer guten Gerinnung ist es unbedingt erforderlich, mehrmals 
wihrend des Erwirmens leicht zu schiitteln. Dann unterbricht man das 
Erhitzen, la8t einige Sekunden ruhig stehen und filtriert hei®B iiber einen 
Pfropfen aus Glaswolle, der sich in einem kleinen Trichter befindet, in fiir 
die Oxydation bestimmte Réhrchen. Nach der Filtration wird sowohl das 
Réhrehen als auch der Trichter zweimal, jedesmal mit 1,5 cem kochendem 
Wasser gewaschen. Die am Schlu8B in dem Trichter verbleibende Fliissigkeit 
laBt man abtropfen, indem man mit einem Draht vorsichtig die Filtermasse 
hochhebt. Die Filtration soll nicht linger als 3 bis 4 Minuten dauern. Wenn 
sich, was sehr selten vorkommt, der Filter verstopft, so geniigt es, mit 
einem Draht die Oberflaiche der geronnenen Masse leicht zu bewegen, die 
auf der Glaswolle aufsitzt. 


Oxydation. Das Filtrat versetzt man mit 0,85 ccm der alkalischen 
Ferricyankaliumlésung, mischt gut durch und stellt genau 5 Minuten ins 
kochende Wasserbad. Die bei der Einfiihrung der Tuben in das Wasserbad 
entstehende Unterbrechung des Siedens darf nicht langer als 5 bis 10 Se- 
kunden dauern. Nach Beendigung des Erhitzens taucht man die Réhre 
sofort in kaltes Wasser und la®t véllig erkalten. 

Titration. Man saduert mit 0,3cem 20n H,SO, an, fiigt einen 
Tropfen des Methylviolettindikators hinzu und titriert mit der Lésung 
von 0,00025 n Cerisulfatlésung bis zum Umschlag von Griin auf Gelb. 
Am SchluB ist das Reagens tropfenweise alle 1 bis 2 Sekunden zuzufiigen 
und die Titration zu beenden, wenn die Farbe 4 bis 6 Sekunden konstant = 
bleibt. 


Zugleich mit dem Hauptversuch ist ein Kontrollversuch mit 5,15 ecm 
destilliertem Wasser und 0,85 cem der alkalischen Ferricyankalium- 
lésung durchzufiihren, bei dem im allgemeinen 0,10 bis 0,20 cem Ceri- 
sulfatlésungen verbraucht werden; der gefundene Wert ist von dem des 


/ Hauptversuchs abzuziehen. 

! 
e| Berechnung der Ergebnisse. Aus den in der folgenden Tabelle zu- 
o4 sammengefaBten Versuchsergebnissen geht hervor, daB fiir Glucose- 


mengen von tiber 1,50 g-% [1,55 cem 0,00025n Ce(SO,).] 1 ccm 

Cerisulfatlésung 0,0097 mg Glucose entspricht. Bei Notmalblut ist der 
' Verbrauch der Ceriumlésung geringer als diese Menge und man mub 
einen Faktor gebrauchen, der sich aus folgender Formel ergibt: 


f = 0,01044 — 0,00047 . a, 


wobei a die Anzahl ccm der 0,00025 n Ceriumlésung ist. 

Anniahernd kénnen folgende Faktoren gebraucht werden: 
Verbrauch an 0,00025n Ceriumlésung, ungefahr: 
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Glucose a . oaths Zeit EE nek Oe 
=~ 2 Min. 3 Min. 4 Min. 5 Min. 6 Min 8 Min. 
ecm 0,000 25 n Cerisulfat (gefunden). 

0,003 0,20 0,23 0,28 0,29 0,29 0,29 
0,006 0,46 0,54 0,57 0,59 0,59 0,59 
0,009 0.72 0,84 0,86 0,90 0,90 0.90 
0,012 0,99 1,15 1,18 1.22 1,22 £22 
0,015 1,25 1,45 1,50 1,55 1,55 1,55 
0,020 1,68 1,90 2,01 2.06 2.06 2,06 
0,024 2,00 231 2,42 2,48 2,48 2.49 
0,027 2,28 2.62 2,75 2,79 2,80 2,80 
0,030 2,54 2,91 3,02 3,10 3,12 3,12 
Faktor Leem 0,090 25 n (S04). Ce mg Glucose. 
0,003 0,01500 | 0013805  0,01971 0,010 384 | 0,01034 | 0,010 34 
0,006 13875 | 11 23 1058 1017 1017 1017 
0,009 12 50 10 70 1945 10.00 1000 10 00 
0,012 12 15 1045 1018 985 985 985 
0,015 1209 10 35 10 00 9 70 970 970 
0,020 1110 10 52 9 95 972 972 972 
0,024 12 00 10 39 9 93 9 70 970 9 66 
0,027 11 85 10 30 983 9 69 9 65 9 65 
0,030 11 80 1931 995 9 69 9 63 9 63 
Glucose AEA SER a alae oe Zeit on Re A SER RS on 
sates 10 Min. 12 Min. 14 Min. 16 Min. 18 Min. 20 Min. 
ceem 0,000 25n — Cerisulfat (gefunden). 
0,093 0,29 0,30 0,30 0,30 0,31 0,31 
0,006 0,59 0,60 0,60 0,60 0,61 0,62 
0,009 0,91 0,91 0,91 0,91 0,92 0,93 
0,012 1,23 Ws: 1,23 1,23 1,24 1,25 
0,015 1,56 1,56 1,56 1,57 1,57 1,58 
0,920 2,97 2,06 2.07 2,08 2,08 2,19 
0,024 2,48 2,50 2.50 2,51 2.51 2,52 
0,027 2,82 2.82 2,82 2,83 2,83 2,86 
0,030 3,13 3,14 3,14 3,14 3,15 3,16 
Faktor 1 cem 0,090 25n (SO,).Ce = mg Glucose. 
0,003 0,010.34 | 0,01000 | 0,01090 | 0,01000 0.09969 | 0,009 69 
0,006 1017 995 9 95 | 995 979 9 69 
0,909 9 90 999 990 | 990 979 968 
0,012 978 978 978 | 978 968 960 
0,015 9 63 963 9 63 957 957 9 50 
0,920 972 9 67 9 67 9 63 963 353 
0,024 9 66 9 60 9 60 9 57 9 57 953 
0,927 965 963 958 9 55 9 53 9 48 
0,030 960 9 56 9 56 9 53 9 53 9 50 


Nachstehende Tabelle enthalt Bestimmungen mit dem Blute 
normaler und diabetischer Personen, welche nach der Methode von 
Hagedorn-Jensen, der schon veréffentlichten cerimetrischen Methode 
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Hagedorn- Methode fiir Methode fiir Hagedorn- Methode fiir  Methode fiir 
Jensen 0,1 com 0,01 ecem Jensen 0,1 cem 0,01 cem 


0,110 0,115 0,116 0,102 0,098 0,100 
0,088 0,090 0,993 0,220 0,215 0,220 
0,104 0,102 0,105 0,120 0,116 0,118 
0,082 0,080 0,090 0,090 0,090 0,090 
0,096 0,096 0,092 0,140 0,133 0,140 
0,108 0,196 0,104 0,170 0,172 0,180 
0,146 0,150 0,146 0,080 0,082 0,084 
0,111 0,115 0,119 0,098 0,095 0.095 
0,225 0,220 0,228 0,100 0,098 0,102 
0,198 0,202 0,202 0,086 0,088 0,084 
0,099 0,102 0,110 0.152 0,160 0,154 
0,079 0,980 0,080 0,078 0,080 0,080 
0,094 0,096 0,100 





fiir O.leem Blut und der neuen Methode fiir 0,01 cem au-gefiihit 


wurden. 

Die Ausfiithrung der Analyse mit 0,lcem Blut ist vollkommen 
analog der hier vorgeschlagenen. Es ist nur die Erhitzungsdauer ver 
schieden, welche 10 Minuten betragt, ferner die Mengen der Reagenzien. 
welche wie folgt angewendet werden: fiir die Proteinausscheidung 5 ecm 
der Aluminiumsulfatlésung und leem der Natriumcarbonatlésung. 
Zweimalige Waschung mit je 3ccm kochendem destilliertem Wasse1 


Fiir die Oxydation: 2cem der Ferricyankalilésung und zwei Tropfen 
des Indikators. Die Bestimmung wird mit 0,0005 n Lésung von Ce (S O,). 
ausgefiihrt, von welcher 1 cem = 0,0192 mg. Glucose entspricht. 





Zur Mikrobestimmung der Lactose in der Milch. 
Von 

Anton Kern. 

(Aus der Biologischen Abteilung des allgemeinen 6ffentlichen Krankenhauses 
in Karlsbad.) 

(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Gesellschaft 
der Wissenschaften und Kiinste fiir die Tschechoslowakische Republik.) 
(Eingegangen am 22, September 1936.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Unter den von Hormonen beeinfluBten Prozessen finden die Ges- 
tationsvorgange besonderes Interesse und unter diesen vor allem die 
Milchsekretion. Die bisher vorliegenden Methoden zur Bestimmung 
des Milchzuckers, der wegen seiner Wichtigkeit als Nahrstoff und seiner 
Spezifitat in der Milch zur Charakterisierung dieses Sekrets besonders 
geeignet erscheint, sind nicht befriedigend: zum Teil verlangen sie 
gréBere Milchmengen, als man ohne Schadigung der gebrauchlichen 
kleinen Versuchstiere und der Jungen erlangen kann, zum Teil erfiillen 
die jodometrischen Bestimmungsmethoden nicht die Forderung einer 
linearen Beziehung zwischen Lactosegehalt und dem Verbrauch an 
Kaliumferricyanid. Es wurde deshalb der Versuch unternommen, 
eine mit geniigender Genauigkeit arbeitende Mikromethode der Lactose- 
bestimmyng zu finden, zu der héchstens 0,1 eem Milch notwendig sind. 

Polarimetrische und gravimetrische Methoden schieden aus, da 
hierzu gréBere Milchmengen erforderlich waren. Wegen des sehr hohen 
Verdiinnungsgrades und der deshalb erforderlichen Genauigkeit der 
Bestimmung kommt in erster Linie eine jodometrische Mikromethode 
in Betracht, deren Vorziige ja bekannt sind. Die Methoden von Gohr (1), 
M. Bierry-Dumazert (2), I. M. Clavera-F. Morena Martin (3) und 
Cl. Fromageot-M. Moulin (4) zeigen alle die genannten Nachteile. 

Von Wichtigkeit ist die Wahl eines entsprechenden EnteiweiBungs- 
verfahrens. Die Originalmethode nach Hagedorn-J/ensen fiir Blut ergab bei 
0,1 cem Milch ein triibes Filtrat. Der getrennte Zusatz von 5 ccm ZnSO, 
und 1 cem NaOH zu 0,1 ccm Frauenmilch erwies sich als brauchbar. 


Bei der Umsetzung der gepufferten K,Fe(CN),-Lésung nach 
Akiji-Iwatake (5) mit Glucose besteht zwischen Glucosegehalt und 
K, Fe(CN),-Verbrauch lineare Abhangigkeit, auBerdem sind die scharfen 
Titrationsendpunkte vorteilhaft. Da bei Lactose ahnliche giinstige 
Verhaltnisse wie bei der Umsetzung mit Glucose zu erwarten sind und 


eine groBe Genauigkeit der Bestimmung wegen des hohen Umrechnungs- 
faktors erforderlich ist, entschied ich mich, die Methode Akiji-Iwatake 
fiir die Lactosebestimmung in der Milch auszuarbeiten. 
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Koagulationsversuche mit 0,l cem Frauenmilch und Cadmium 
hydroxyd ergaben kein gutes Serum. Erst der getrennte Zusatz von 
4cem CdS 0O,-Lésung und 0,5 ccm 1,1 n NaOH zu 0,1 ccm Milch ergal 
ein brauchbares Resultat. Unter Anlehnung an die Methode von Akiji 
Iwatake gelangte ich zu folgender Mikromethode: 

Erforderliche Lésungen: 

1. 13g Cd SO, (Kahlbaum) in 63,5 cem n H,SO, werden mit dest. 
Wasser zu | Liter aufgefiillt. 2. 1,ln NaOH. 3. 0,164 g K,Fe(CN), und 
10,4 g K,H PO, und 4,2 g K,PO, in 100 cem Wasser. 4. 2,5 g KJ und 5,0 g 
ZnSO,, 7 H,O sowie 25,0 g NaClin 100cem. 5. Konz. HCl (Merck) 1:5 
6. n/200 Natriumthiosulfatlésung. 7. Starkelésung. Die Lésung 3 wird 
in brauner Flasche aufbewahrt. 

Ausfiihrung: 

0,1 cem Milch wird mittels einer sorgfiltig abgewischten Stabpipette 
in ein Hagedorn-Jensen-Kochréhrchen einpipettiert, die Pipette wird mit 
dest. Wasser zweimal nachgespiilt. 

Hierzu kommen 4 cem der Lésung | und nach 3 Minuten Stehen 0,5 em 
der Lésung 2. Nach dem Durchmischen durch leichtes Schiitteln wird 
3 Minuten im kochenden Wasserbad erhitzt, durch ein Schleicher & Schill 
Filter 597 von 7 cm Durchmesser filtriert, mit 10 cem Wasser gewaschen 
und das Filtrat auf 25 cem gebracht. Davon gibt man 1 cem zur Umsetzung 
mit 2cem der Lésung 3 und 6 cem dest. Wasser in ein Hagedorn-Jensen- 
Réhrehen. Man erhitzt zugleich mit einer ebenso behandelten Blindprobe 
15 Minuten im kochenden Wasserbad. Nach dem Abkiihlen wird das nicht 
verbrauchte K,Fe(CN), nach Zusata von 3ccm der Lésung 4 und 2 ccm 
von Lésung 5 mit n/200 Natriumthiosulfat sowie Starke jodometrisch 
bestimmt. 

Nach der gleichen Methode verarbeitete ich ‘je 0,1 cem von vier Milch- 
zuckerlésungen folgender auf gravimetrischem Wege bestimmter Konzen- 
trationen: 1. 6,67%; 2. 5,34; 3. 4,71%; 4. 1,90°%. Unter Einhaltung 
der angegebenen Verdiinnungen erhielt ich fiir je 1 cem folgenden Verbrauch 
von n/200 K,Fe(CN),, der gleich ist der Differenz aus Blindwert und dem 
Natriumthiosulfatverbrauch nach der Umsetzung. 

Michzuckerloésung : 

Nr. 1 (6,67%).... . . . 1,03cem n/200 K,Fe(CN), 
» 2 (534%)... .. . . 0,83 ,, n/200 K,Fe(CN), 
» 8 (471%)... = + 5 5 O78 ,, n/200 Ki Fe(CN), 
eee |, ee 0,295 ,, n/200 K,Fe(CN), 


In graphischer Darstellung erhalt man eine durch den Koordinaten 
ursprung gehende Gerade (Abb.). Hieraus ergibt sich ein konstanter Um- 


ecm 2 
n 200K, Fe(CN)¢ | 





) ) Lactose 
Abb. 1. 


rechnungsfaktor von 6,45, der die Berechnung des Lactosegehalts in 
Volumprozent aus den umgesetzten cem n/200 K,Fe(CN), ermdglicht. 
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Zur Kontrolle des nach dieser Methode bei Frauenmilech bestimmten 
Milchzuckergehalts wurden gravimetrische Bestimmungen durchgefiihrt. 
Zur Herstellung des dazu benétigten Serums verdiinnte ich 5cem Milch 
mit 30cem Wasser, versetzte mit 2cem Fehlingscher CuS O ,-Lésung, 0,8 cem 
n NaOH und 10 cem gesiittigter NaF-Lésung. Nach '/, Stunde Stehen 
fiillte ich zu 100cem auf und filtrierte. 50cem des Filtrats verwendete 
ich zur gravimetrischen Bestimmung. 


Die Bestimmung des Milechzuckers nach der gravimetrischen Methode, 
nach der abgeinderten Methode Akiji-lwatake sowie in einigen Fallen 
nach der polarimetrischen Methode im Ammonsulfatserum nach Salkowsk# (6), 
ergab bei sieben Frauenmilchproben folgende Resultate: 

a) Gravimetrisch: 5,95, 6,5, 6,2, 6,2, 6,2, 5,9, 6,1%. 

b) Mikromethode: 6,0, 6,6, 6,0, 6,1, 6,2, 5,8, 5,8 °%%. 

ec) Polarimetrisch : , 4,9, —, 4,2, 4,2, s %. 
Mit der gleichen Methode wurden im menschlichen Kolostrum und in der 
Milch einiger Versuchstiere Lactosebestimmungen ausgefiihrt. Es ergab 
sich in allen Fallen ein klares Filtrat. Die Milch der Tiere wurde durch 
sanftes Melken gewonnen. Bei der Ratte, dem Meerschweinchen und bei 
der Maus ist es notwendig, das Muttertier fiir einige Stunden von den Jungen 
zu isolieren. Bei sehr kleinen Milchmengen brachte ich diese zur Wagung. 
Vom Meerschweinchen wurden 0,1 cem Milch erlangt, die Bestimmung 
ergab 3,0 und 4,2°) Lactose. Die Lactosebestimmungen in sehr kleinen 
auf einem Uhrglas direkt gesammelten und gewogenen Milchmengen von 
Ratte und Maus ergaben fiir Rattenmilch 2,2°, Mausmilch 3,3°, und in 
0,1 cem Katzenmilch 3,5°, Milchzucker. Da bei Ratte und Maus das spezi- 
fische Gewicht nicht festgestellt werden konnte, um daraus das Volumen 
der gewogenen Milchmenge zu berechnen, entsprechen diese Zahlen nicht 
dem Milchzuckergehalt in Volumprozenten. Die erhaltenen Werte bei der 
Bestimmung des Milchzuckers in einer auf ,,Bang-Papier’* gewogenen 
geringen Menge Frauenmilch, ergaben nach der Umrechnung unter Beriick- 
sichtigung des spezifischen Gewichts eine gute Ubereinstimmung mit dem 
Resultat der Lactosebestimmung in 0,1. ccm dieser Milch. Bei Nicht- 
beriicksichtigung des spez. Gewichts stimmen natiirlich diese Werte nur 
annahernd iiberein. 


Zusammenfassung. 


Es wurde eine jodometrische Mikromethode fiir die Bestimmung 
von Milchzucker in 0,1 cem Milch und weniger ausgearbeitet. Gravi- 
metrische Kontrollen ergaben befriedigende Ubereinstimmung. Die 
angegebene Methode ist geeignet, den Milchzucker in kleinen auf ,, Bang- 
Papier‘‘ gewogenen Milchmengen zu bestimmen. Mittels dieser Methode 
wurden Lactosebestimmungen in Katzenmilch, Meerschweinchen-, 
Ratten- und Mausemilch durchgefiihrt. 
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Die Rolle des Vitamins © beim Wachstum der héheren Pflanzen. 
Von 
Synndéve v. Hausen. 


(Aus dem Laboratorium der Stiftung fiir chemische Forschung in Helsinki, 
Finnland.) 


(Eingegangen am 10, Oktober 1936.) 


Durch die wichtigen Befunde der letzten Jahre tiber die physio. 
logische Bedeutung der Auxingruppe fiir den pflanzlichen Organismus 
ist die Aufmerksamkeit auf die Phytohormone gelenkt worden. 

Schon seit ein paar Jahrzehnten ist der Anteil der Hormone und 
der Vitamine an den Lebensvorgingen des tierischen Organismus ein- 
gehend untersucht worden. Daf ahnliche Stoffe auch im Leben de 
Pflanze eine wichtige Rolle spielen, blieb den Pflanzenphysiologen lange 
unbekannt, obwohl auf eine derartige Méglichkeit hin und wieder in 
der Literatur hingewiesen wurde (Sachs, 1880, 1882, Bottomley, 1912, 
1914, Haberlandt 1913 u.a.). 

Den ersten Beleg dafiir, daB den Vitaminen und Hormonen ahnliche 
Stoffe auch bei den Pflanzen einen regelnden EinfluB auf die Lebens- 
vorginge ausiiben, bildete die Entdeckung und Isolierung der wachstums- 
regelnden Auxine. Weitere Untersuchungen fiihrten zur Auffindung 
zahlreicher Stoffe, denen eine mannigfache Einwirkung auf die Lebens- 
prozesse der Pflanzen zukommt. In bezug auf die Benennung dieser Stoffe 
herrschte anfangs eine nicht geringe Verworrenheit, zumal sich zwischen 
den Begriffen Vitamin und Hormon sehe schwer eine deutliche Grenze 
ziehen laBt. In der neueren Literatur bedient man sich des Begriffs Phyto- 
hormon allgemein fiir alle Biokatalysatoren, die auf die verschiedenen 
pflanzlichen Lebensvorgange einwirken, wahrend diejenigen Gruppen 
der Phytohormone, die nach der Art der Auxine die Wachstumsprozesse 
der Pflanze aktiv beeinflussen, Wuchsstoffe (growth substances) ge- 
nannt werden. 

In diesem Laboratorium ist in den letzten Jahren nach verschiedenen 
Richtungen hin die Bildung und Bedeutung der Phytohormone und 
Vitamine bei den Pflanzen untersucht worden. Die ersten Unter- 
suchungen von Virtanen und Mitarbeitern betrafen die Klarlegung der 
auf die Bildung des Vitamins C und des Carotins einwirkenden Faktoren ; 
folgende Fragen wurden hierbei einer Betrachtung unterzogen: 

1. Der Einflu8 der Bodenbakterien. 

2. Der Einflu8 der Bodenaziditat. 

3. Die Wirkung verschiedener Stickstoffquellen. 

4. Der Carotin- und Vitamin-C-Gehalt in den verschiedenen Stadien 
des Wachstums. 
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Im Gegensatz zu Bottomley (1914) wiesen Virtanen und v. Hausen (1932a) 
nach, daB das Vitamin C und das Carotin von den Pflanzen selbst, ohne 
Beihilfe der Bodenbakterien, synthetisiert werden. Die Versuche zeigten 
naimlich, daB Pflanzen, die unter sterilen Bedingungen aufgewachsen waren, 
ebensoviel Vitamin C und Carotin enthielten wie Pflanzen, die unter natur- 
gemaiBen Verhaltnissen in emem bakterienhaltigen Boden gestanden hatten. 

Dem Sauregrad des Bodens schien nach den Untersuchungen Virtanens 
und wv. Hausens (1932b) ein EinfluB auf die Vitaminbildung bei der Pflanze 
zuzukommen. Ein Sauregrad, der eine Hemmung des Wachstums bewirkte, 
hatte einen gleichsinnigen EinfluB8 auch auf die Carotin- und Vitamin-C- 
Bildung, ein vorteilhafter py-Wert aber fiihrte nicht nur zu maximalen 
Trockensubstanzertragen, sondern bewirkte auch kraftigste Vitamin-C- 
Bildung. 

Die Beschaffenheit der Stickstoffnahrung schien ebenfalls von groBer 
Bedeutung fiir die Vitaminbildung zu sein. Die von Virtanen (1933) an- 
gestellten vergleichenden Versuche mit Rotkleepflanzen, die ihre Stickstoff- 
nahrung in verschiedener Form (als Kaliumnitrat, Ammoniumsulfat und 
als organischen Stickstoff der Bakterienkndéllchen) erhielten, gaben zu er- 
kennen, daB der Carotin- und Vitamin-C-Gehalt seinen Héchstwert in 
solehen Pflanzen erreichte, die unter den gegebenen Versuchsbedingungen 
auch das beste Wachstum gezeigt hatten, und zwar war dies der Fall bei 
denjenigen Versuchspflanzen, denen keine andere Stickstoffnahrung als 
nur die von den Bakterienknéllchen produzierte zu Gebote stand. Nach 
Virtanen (1928) handelt es sich hierbei um organische Stickstoffverbindungen, 
in erster Linie um Aminosaéuren. Beim Weibklee hingegen wurden die 
héchsten Trockensubstanzertrige und Vitamin-C-Werte bei Diingung mit 
Kaliumnitrat erreicht. 

Virtanen, v. Hausen und Saastamoinen (1933) machten an Hand nach- 
einander vorgenommener Ernten die Beobachtung, dai der Vitamin-C- 
und der Carotingehalt bei Erbse und Weizen bis zum Bliitestadium gleich- 
maBig zunimmt, um hiernach bei nahender Fruchtreife wieder rasch zu 
sinken. Beim Rotklee aber (Virtanen, 1935) trat in der Carotinkurve der 
Umschlag schon vor der Bliite ein. Das bedeutete, dai sowohl maximaler 
Carotin- als Vitamin-C-Gehalt mit dem Stadium maximalen Wachstums 
zusammenfallen. Letzteres trifft beim Weizen und der Erbse annihernd 
genau zur Bliitezeit ein, beim. Rotklee hingegen schon etwas friiher. In 
einer vorliufigen Mitteilung aus diesem Laboratorium (v. Hausen, 1933) 
wurde berichtet, daB eine erhéhte Zufuhr von Phosphat, Kalium und 
Stickstoff auch eine entsprechende Vermehrung des Carotingehalts be- 
wirkt. 

v. Hahn und Gérbing (1933) sind zu Ergebnisse gelangt, die in grofen 
Ziigen mit denjenigen von Virtanen und Mitarbeitern iibereinstimmen. Sie 
wiesen nach, dafi eine geeignete Zufuhr von Kalk und kiinstlichen Diinge- 
mitteln zu einer Erhéhung des Vitamin-C-Gehalts beim Spinat fiihrte, 
wahrend anormal grofe oder kleine Nahrstoffmengen entgegengesetzt 
wirkten. P/dtzer und Pfaff (1935) machten die Beobachtung, da®B eine aus- 
giebige Diingung bei verschiedenen Versuchspflanzen gleichzeitig mit einer 
Erhéhung des Ernteertrages eine merkbare Zunahme des Carotingehalts 
bewirkte, wiihrend sich der Vitamin-C-Gehalt annaihernd konstant hielt. 

Die oft geiuBerte Ansicht, da kiinstlicher Diinger einen schadlichen 
EinfluB auf die Zusammensetzung der Pflanzen habe, scheint also unzu- 
treffend zu sein, wenigstens soweit es sich um Vitamine handelt. Dies geht 
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auch deutlich aus den umfassenden Versuchen von Scheunert, SachBe und 
Specht (1934) an Ratten hervor, die mit auf Kunstdiinger kultivierten 
Pflanzen ernaihrt wurden. Scheunert und Mitarbeiter kommen zu dem 
Ergebnis, dafi eine solche Fiitterung keineswegs schadlich fiir den Gesund 
heitszustand der Versuchstiere war. 


I. EinfluB der Nahrung auf die Vitamin-C-Bildung in der Pflanze. 


Virtanen (1933) entwickelte auf Grund der von ihm und seinen Mitar- 
beitern ausgefiihrten Versuche die Theorie, daB sowohl das Vitamin C als 
das Carotin in Beziehung zum Wachstum der Pflanzen stiinden. Die 
Klarlegung dieser Frage bedurfte fortgesetzter experimenteller Unter- 
suchungen, und die Ergebnisse dieser Versuche werden in bezug auf 
das Vitamin C in der vorliegenden Arbeit! dargelegt. 


Die Versuche wurden unter sterilen Kulturbedingungen ausgefiihrt. 
Dadurch wurde unter anderem das Studium der Wirkung organischer 
Stickstoffverbindungen ermdéglicht; denn der dureh Bakterien hervor- 
gerufene Zerfall dieser Verbindungen wird durch sterile Versuchsbedingungen 
verhindert, so da® die Substanzen in ihrer urspriinglichen Form der Pflanze 
zugefiihrt werden. - ; 

Als Versuchspflanzen dienten Erbsen (Sorte Svaléfs Torsdag) und 
Weizen (Aurora). Die Kulturen standen in KulturgefaBen zu 1 Liter mit 
von der Nahrlésung durchtranktem Quarzsand. Siamtliche Pflanzen einer 
Versuchsreihe wuchsen stets unter denselben Bedingungen von Licht, 
Temperatur, Feuchtigkeit, py, Nahrungszufuhr u.a. Nur die Stickstoff- 
quelle variierte; zur Anwendung gélangten: Kaliumnitrat, Ammonium- 
sulfat, Asparagin, Glycin, hydrolysiertes Casein sowie Alanin. 

Aus den Versuchen ging hervor, daB8 das Wachstum in hohem 
Grade davon abhaingt, wie die verschiedenen Stickstoffquellen 
von den Pflanzen verwertet werden kénnen. Die Erbsen hatten am 
besten die Asparaginsaéure und das Kaliumnitrat ausgenutzt, wahrend 
der Weizen im Kaliumnitrat und Ammoniumsulfat ein optimales 
Wachstum entwickelte, dagegen mit Asparaginsiure iiberhaupt nicht 
wachsen konnte (vgl. Virtanen, v. Hausen und Karstrém, 1933). Die 
Bestimmung von Vitamin C und Trockensubstanz ergab einen annahernd 
gleichsinnigen Verlauf. Pflanzen mit optimalem Wachstum wiesen 
mithin einen maximalen Vitamin-C-Gehalt auf und umgekehrt. 

Es hat sich also von neuem herausgestellt, daB die chemische 
Natur eines wichtigen Pflanzennahrstoffs fiir die Vitamin-C-Bildung 
von Bedeutung ist. Den Einflu8 der Quantitat der Nahrstoffe auf die 
Bildung des Vitamins C suchten wir in folgenden Versuchen klar- 
zulegen : 

Da das Kaliumnitrat sowohl von der Erbse als vom Weizen am besten 
verwertet wurde, wurde es als Stickstoffquelle fiir die Versuche iiber den 


1 Eine eingehende Beschreibung dieser Untersuchungen sowie der 
Methodik findet sich in der Dissertation von v. Hausen (1936). 





Rolle des Vitamins C beim Wachstum der héheren Pflanzen. 381 


EinfluB der Stickstoffkonzentration gewahlt. Um zu entscheiden, ob der 
erzielte Effekt tatsachlich vom Stickstoff und nicht etwa vom Kaliumion 
des Kaliumnitrats herriihrte, haben wir vergleichende Versuche mit Calcium- 
nitrat angestellt. Sie ergaben, daB als entscheidender Faktor die Stickstoff- 
konzentration wirkt. Optimale Konzentration fiir die Erbse war 0,1% 
und fiir den Weizen 0,05%. Wurde die Konzentration Schritt fiir Schritt 
herabgesetzt, so fiihrte das zu einer Verminderung der Trockensubstanz- 
menge und mit ihr auch zu einem Sinken des Vitamin-C-Gehalts; die 
niedrigsten Werte wurden beim vélligen Fehlen des Stickstoffs erreicht. 
Wurde hingegen die Konzentration iiber ihr Optimum hinaus erhdht, 
so bewirkte dies ebenfalls eine Verminderung der Trockensubstanzmenge, 
waihrend sich der Vitamin-C-Gehalt unverindert beim optimalen Wert 
hielt. Dies steht im Gegensatz zu der bisher geltenden Regel, nach welcher 
sich der Vitamin-C-Gehalt gleichsinnig mit dem Gehalt an Trockensubstanz 
veraindert. Dieses iiberraschende Versuchsergebnis laBt sich indessen leicht 
erklaren. Die groBen Stickstoffkonzentrationen hatten die Vitamin-C- 
Bildung nicht gehemmt, sondern die Pflanzen hatten sich mit geniigenden 
Mengen dieses Stoffes fiir das fortgesetzte Wachstum versorgt. Sekundiére 
Umstiinde, im vorliegenden Falle die Beschidigung der Wurzeln durch die 
hohe Stickstoffkonzentration, hinderten die Pflanzen daran, ein so starkes 
Wachstum zu entwickeln, zu welchem dieser reichliche Gehalt an Vitamin C 
sonst wohl veranlaBt hatte. Ein geniigender Vitamin-C-Gehalt gilt indes 
natiirlich noch nicht als Gewiahr fiir ein maximales Wachstum, wenn dieses 
von vornherein durch andere Faktoren unmdédglich gemacht wird, nicht 
einmal unter der Voraussetzung, da das Vitamin C fiir das Wachstum 
der Pflanze unumginglich notwendig ist. 


Daalso durch die Konzentration der Stickstoffnahrung die Vitamin- C- 
Synthese beeinfluBt wird, war zu erwarten, da8 auch stickstoffassi- 
milierende Bakterien eine solche Wirkung zeigen. Es ist namlich 
friiher der Beweis erbracht worden (Helz, Baldwin und Fred, 1927, 
Virtanen und v. Hausen, 1932 und 1935), daB verschiedenen Knéllchen- 
bakterienrassen ein unterschiedlicher EinfluB auf das Wachstum der 
Leguminosen zukommt. Wir haben daher in einer Versuchsreihe Rot- 
kleepflanzen mit neun verschiedenen Knéllchenbakterienrassen beimpft. 
Bei Einwitkung der kraftigsten Bakterienrasse ergab sich auBer einem 
maximalen Trockensubstanzwert auch ein Héchstgehalt en Vitamin C, 
wahrend es schwachere Bakterienrassen nur zu geringeren Trocken- 
substanzmengen und entsprechend zu einem niedrigeren Vitamin-C-Ge- 
halt brachten. Der unterschiedliche EinfluB der verschiedenen Bakterien- 
rassen auf das Wachstum scheint also auf einer verschieden intensiven 
Stickstoffzufuhr durch die Bakterien zu beruhen. Der Versuch kann 
mithin als analog den Konzentrationsversuchen mit anorganischen Stick- 
stoffquellen betrachtet werden. . 


Weitere Versuche dienten zur Klarlegung der Frage, ob der Konzen- 
tration der wichtigen Pflanzennahrstoffe Kalium und Phosphor im 
Nahrboden ein etwaiger EinfluB auf die Vitamin-C-Bildung in der Pflanze 
zukommt. Allgemein wird angenommen, daf das Kalium eine wichtige 
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Rolle bei der Kohlenhydratsynthese der Pflanzen spielt, und daB auch 
der Phosphor fiir diesen wie auch fiir mehrere andere Lebensvorginge 
des pflanzlichen Organismus Bedeutung besitzt. Da die chemische 
Natur des Vitamins C mit aller Sicherheit darauf hindeutet, daB dieser 
Stoff ein Produkt der Kohlenhydratsynthese in der Pflanze darstellt, 
liegt die Annahme nahe, daB der Menge des der Pflanze zuganglichen 
Kaliums und Phosphors ein EinfluB auf die Vitamin-C-Bildung zu- 
zusprechen ist. 

Die Versuche mit Erbsen und Weizen bei wechselnder K Cl-Konzen- 
tration zeigten den gréBten Vitamin-C-Gehalt bei denjenigen Pflanzen, 
die in einem Nahrboden mit optimalem KCl-Gehalt (0,025 °%) gewachsen 
waren. Konzentrationen sowohl oberhalb wie unterhalb des Optimums 
fiihrten zu einer Verminderung des Gehalts an Vitamin C und an Trocken- 
substanz. — Zum gleichen Ergebnis fiihrten auch die Versuche mit 
Phosphor ; eine optimale Phosphorkonzentration ergab auch hier maxi- 
males Wachstum und einen Héchstgehalt an Vitamin C. 


Zu hohe Phosphor- und Kaliumkonzentrationen bewirken also ein 
Sinken des Vitamin-C-Gehalts im Gegensatz zu den’ Befunden bei An- 
wendung von Nitratstickstoff. Dies kommt aller Wahrscheinlichkeit nach 
daher, daB die Pflanzen nicht imstande sind, ihre Kalium- und Phosphor- 
aufnahme zu regeln, was sich darin kundtut, daB der Gehalt an diesen 
Stoffen in Pflanzen auf Nahrbéden mit hohem Kalium- oder Phosphor- 
gehalt eine gewaltige Steigerung erfahrt. Die Stickstoffaufnahme dagegen 
unterliegt bei der Pflanze einer Regelung, weshalb groBe Nitratkonzentra- 
tionen aller Wahrscheinlichkeit nach nur das Wurzelwerk schadigen, nicht 
aber ihren EinfluB auf Prozesse wie die Vitamin-C-Bildung erstrecken. 
Der N-Gehalt der Pflanzen wurde allerdings auch maéBig erhdht, erreichte 
aber bei weitem nicht derart anormale Werte wie der Kalium- und der 
Phosphorgehalt. Es ist schwer zu beurteilen, ob bei iibermaBig groBer 
Kalium- und Phosphorzufuhr eine Herabsetzung der Vitamin-C-Synthese 
oder Stérungen durch die hohe Salzkonzentration an sich fiir die Hemmung 
des’ Wachstums verantwortlich zu machen sind. 

Zur Beurteilung der Wirkung des Chlorions fiihrten wir einen Kontroll- 
versuch aus, in welchem den Pflanzen verschiedene Konzentrationen von 
NaCl zugefiihrt wurden. Statt KCl erhielten sie nun K,HPO, als Grund- 
nahrung. Kleinere NaCl-Konzentrationen bewirkten keine nennenswerte 
Veranderung in der Vitamin-C-Bildung, eine Hemmung der letzteren sowie 
des Wachstums konnte erst bei Konzentrationen iiber 0,05°% beobachtet 
werden. Es scheint also die bei erhéhter KCl-Konzentration (von 0 bis zum 
Optimum) erzielte Wirkung durch die Kalium- und nicht durch die Chlor- 
ionen bedingt zu sein. 


II. Einflu8 des Vitamin C auf das Wachstum der Pflanzen. 


Die oben geschilderten Versuche ergaben den Nachweis, da ein 
maximales Wachstum nie ohne eine entsprechende maximale Vitamin-C- 
Bildung erreicht wird. Die Annahme schien verlockend, dap die 
Anwesenheit groBer Vitamin-C-Mengen zur Zeit des gréBten Zuwachses 
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cinen Beweis fiir die Notwendigkeit des Vitamins C fiir das Wachstum 
der Pflanze darstellt. Man kénnte sich aber auch umgekehrt die An- 
hiufung groBer Vitamin-C-Mengen als Folge statt als Ursache des Wachs- 
tums denken. Hierdurch kénnten sich die in keimenden Samen an- 
vetroffenen betrachtlichen Vitamin-C-Mengen als unbrauchbare, im 
Verlauf des Keimungsprozesses entstandene Nebenprodukte erkliren 
lassen. 

Um ein Urteil dariiber abgeben zu kénnen, ob das Vitamin C fiir die 
Entwicklung der Pflanze wirklich unerlaBlich ist, ware man gezwungen, 
alles in der Pflanze enthaltene Vitamin C aus ihr zu entfernen und dann 
die Wirkung kiinstlich zugefiihrten Vitamins C zu untersuchen. Eine 
derartige Methode liBt sich leicht realisieren, wenn es sich um das 
Auxin handelt, das ja z. B. beim Hafer nur in der Spitze des Koleoptils 
vorhanden ist und infelgedessen leicht aus der Pflanze entfernt und ihr 
beliebig wieder mit einer neuen Koleoptilspitze zugefiihrt werden kann 
(siehe Dolk, 1930 und Heyn, 1931). Das Vitamin C hingegen ist in allen 
Teilen der Pflanze enthalten, weshalb einzig die Anwendung irgendeines 
speziellen, fiir die Pflanze im iibrigen harmlosen Vitamin-C-Giftes, das 
fiir bestimmte Zeit die Zerst6rung simtlichen in der Pflanze enthaltenen 
Vitamins © bewirkte, zum Ziel fiihren kénnte. 


Wirkuny kiinstlich zugefihrter Ascorbinsdure auf das Wachstum der Pflanzen. 

Wir haben versucht, Einblick in die Beziehungen des Vitamins C 
zum Wachstum auf kiinstlichem Wege .durch Zufiigung von Vitamin C 
zur normalen Pflanze, zu erhalten. Ware dieser Stoff nur ein im Laufe 
des Wachstums entstandenes Nebenprodukt, so wirde bei seiner Zu- 
fiihrung jede Wirkung ausbleiben. Wiirde aber eine kiinstliche Er- 
héhung des Vitamin-C-Gehalts ein vermehrtes Wachstum bewirken, 
so ware die wachstumsférdernde Wirkung des Vitamins C erwiesen. 


Es wurde Erbsen Vitamin © entweder in der Weise zugefiihrt, 
daB man trockene Erbsensamen in einer reinen Ascot binsdurelésung! 
quellen lieB, oder daB man die Pflanzen die Ascorbinsiure (stets natiir- 
lich in sterilen Lésungen) durch ihre Wurzeln aufnehmen lieB. In beiden 
Fallen trat eine Erhéhung des Ascorbinséuregehalts in den Geweben 
ein, die gebotene Ascorbinsaure war also tatsichlich von den Pflanzen 
aufgenommen worden. 

In diesen Versuchen kam die Methode der sterilen Kultur von 
Virtanen und v. Hausen (Virtanen 1933) zur Anwendung. Der Gang 
der Versuche war folgender (siehe naiheres bei v. Hausen 1936, S. 36): 


1 Hergestellt aus einem von Prof. Dr. Szent-Gyérqyi giitigst dem Labora- 
torium tiberwiesenen Priparat. 
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Nach dem Sterilisieren wurden die Erbsensamen 24 Stunden lang i: 
eine 0,4°%ige Ascorbinsiurelésung (0,25 cem pro Samen) gelegt. Ein 
zweite Portion, die zur Kontrolle dienen sollte, lieS man entsprechend in, 
destilliertem Wasser aufquellen. Die gequollenen Samen wurden nu 
einzeln in Proberéhrchen mit sterilem Agar gebracht, wo sie dann keimten. 
Als die Pflanzen bis zu dem als VerschluB8 dienenden Wattebausch heran 
gewachsen waren, wurden sie zu zweit in sterile KulturgefaBe, Saugflaschen 
zu | Liter, iibergefiihrt und konnten nun dort ihr Wachstum fortsetzen. Die 
Flaschen wurden mit je 1 Liter Hiltners steriler Nahrl6sung beschickt ; ein- bi: 
dreimal wurden kleine Mengen Ascorbinséure zugesetzt. Der py-Wert der 
Nahrlésung wurde zur Erhéhung der Bestandigkeit der Ascorbinsaéure auf 
pu 5,5 eingestellt. Um einer Zerstérung der Ascorbinsaure durch das Licht 
vorzubeugen, wurden die Flaschen in schwarzes Papier eingehiillt. 

Wahrend der Versuche lieB sich eine erstaunliche Stabilitat de: 
Ascorbinsaéure in den Versuchsflaschen insofern feststellen, als von ihi 
nach Abbrechen des Versuchs auch dann noch stets ein Uberrest vor- 
handen war, wenn der Nahrlésung schon seit ein paar Wochen keine 
Ascorbinsiure mehr zugefiigt worden’ war. In gleichen GefaBen, aber 
ohne Pflanzen, wurden entsprechende Mengen Ascorbinséure hingegen 
schon im Verlauf eines einzigen Tages zerstért. Diese Befunde lassen 
sich wohl kaum anders als durch die Annahme einer Art stabilisierendet 
Kinwirkung der Pflanzen selbst auf die Ascorbinséure erklaren. Da 
auch aus Stengel- und Wurzelteilen der Erbse hergestellte Extrakte die 
gleiche stabilisierende Wirkung hatten, war es offenbar, daB von den 
Wurzeln irgend ein Stoff in die Nahrlésung abgegeben wird, der eine Zer- 
setzung der Ascorbinséure verhindert. 


Die stabilisierende Einwirkung der Versuchspflanzen auf die 
Ascorbinséure der Nahrlésung erleichterte wesentlich die Ausfiihrung 
der Versuche, weil dadurch ein Zusatz von Ascorbinséure nur drei- 
mal wahrend des ganzen Versuchs nétig wirde. Anderenfalls hatte 
man taglich Ascorbinséure zusetzen miissen, was die Sterilhaltung der 
Pflanze sehr erschwert hatte. 


Uber die Entwicklung der Versuchspflanzen wurden taglich Beob- 
achtungen angestellt. Nach einwéchentlichem Wachstum in den Kultur- 
flaschen lieB sich schon ein augenfilliger Unterschied im Wachstum 
der in verschiedener Weise behandelten Pflanzen feststellen. Diejenigen 
Pflanzen, die Ascorbinsiure erhalten hatten, wiesen ohne Ausnahme 
einen héheren und kraftigeren Wuchs auf als die Kontrollpflanzen. 
Dieser Unterschied blieb wahrend der ganzen Versuchsdauer bestehen, 
obwohl das Bliihen bei beiden zur gleichen Zeit eintrat. Am Ende 
der Versuche konnte festgestellt werden, daB durch den Ascorbinsaure- 
zusatz die Pflanzen nicht nur an Linge, sondern auch an Trockenmasse 
(25 bis 100%) und an Ascorbinsaéuregehalt zugenommen hatten. Das 
gleiche Ergebnis erhielten wir beim Weizen. 
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Bei den Versuchen stellte es sich heraus, daB der Ascorbinsauregehalt 
in den Erbsenpflanzen wahrend des ganzen Versuchs praktisch un- 
verandert blieb, gleichviel in welchem Stadium des Wachstums Ascorbin- 
siure zugesetzt worden war. Seine Einwirkung auf das Wachstum 
der Versuchspflanzen war dagegen in hohem Mae vom Zeitpunkt 
der Ascorbinsaéuregabe abhangig. 

Tabelle I zeigt, daB der Ascorbinsdurezusatz auf junge und kraftig 
wachsende Pflanzen von starker Wirkung ist, wahrend diese Wirkung 
beim Zusatz nach bereits abgeschlossenem Bliihen und Aufhéren des 
Langenwachstums praktisch ganz ausblieb. Diejenigen Versuchs- 
pflanzen, die bereits am 12. Tage nach dem Umpflanzen in die Kultur- 
gefiBe Ascorbinsaure in ihre Nahrlésung erhielten (Gruppe B des Ver- 
suchs), brachten es somit zu einer Ertragssteigerung von 90°, im Ver- 
gleich zu den Kontrollgliedern und iibertrafen diese gleichzeitig um 
etwa 35% an Lange. 

In den Versuchen der Tabelle | wurde den Pflanzen nur ein einziges 
Mal wahrend der ganzen Vegetationsdauer Ascorbinsdure zugefiihrt. 
In Tabelle II finden sich die Ergebnisse einer Versuchsreihe zusammen- 
gestellt, in welcher der Ascorbinséurezusatz wiederholt vorgenommen 
wurde. 

Es zeigt sich, daB der zweite Ascorbinséurezusatz am 20. Marz 
nebst dem ersten die Entwicklung der Versuchspflanzen stark geférdert 
hat; denn die Ertragszunahme hat in der Zeit vom 14. Marz bis zum 
1. April eine Steigerung von 35,7°% bis auf 98,3°% aufzuweisen. Aus 
der Tabelle geht ebenfalls hervor, daB der Wachstumsunterschied 
zwischen den behandelten Pflanzen und den Kontrollpflanzen seinen 
groBten Betrag zu Beginn des Blihens erreicht. Diese Ergebnisse 
bilden einen weiteren Beleg dafiir, daB das Ascorbinsiurebediirfnis 
bei den Pflanzen gerade zur Zeit des intensivsten Wachstums, bei der 
Erbse also kurz vor der Bliite, am gréBten ist. Unter normalen 
Verhaltnissen ist zu dieser Zeit der Vitamin-C-Gehalt bei der Erbse 
am gré8ten, und deshalb ist es auch verstandlich, daB ein kiinstlicher 
Zusatz dieses Stoffes maximale Wirkung auslést. 

Die Versuche, in denen Zusitze geringer Ascorbinsdiuremengen aus- 
nahmslos zu einer Steigerung des Wachstums gefiihrt haben, zeugen dafiir, 
dap diesem Stoff wachstumsfirdernde Eigenschaften zuzuschreiben sind. 


Um GewiBheit dariiber zu erhalten, ob diese Wirkung speziell der 
Ascorbinsaure zukommt und nicht organischen Stoffen im allgemeinen, 
haben wir vergleichende Versuche mit Glucosezusatz ausgefiihrt. Schon 
in einem sehr friihen Stadium des Wachstums lie8 sich ein deutlicher 
Unterschied zwischen den ,,Ascotbinsaure-‘‘ und den ,,Glucosepflanzen* 
wahrnebmen. Wahrend erstere die Kontrollpflanzen erheblich an Lange 
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und Uppigkeit des Wachstums iibertrafen, wichen die ,,Glucosepflanzen 
in nichts von den Kontrollpflanzen ab. Das Bliihen trat bei samtlicher 
Pflanzen gleichzeitig ein. Beim Abbrechen des Versuchs (in volle: 
Bliite) konnte festgestellt werden, daB der Ascorbinséurezusatz ein: 
Ertragszunahme von 60°, bewirkt hatte, wogegen das Wachstum 
von der Glucose in keiner Weise beeinflu8t worden war. Es ist mithin 
also als bewiesen zu betrachten, daB die beobachtete Wachstums 
steigerung auf der spezifischen Wirkung der Ascorbinséure beruht 


Wirkung der Ascorbinsdure auf Pflanzen, deren Keimbldtter entfernt sind. 

Bisher haben wir festgestellt, daB eine kiinstliche Zufiihrung von 
Ascorbinséure zu Pflanzen, die an und fiir sich schon einen Gehalt an 
Ascorbinsaéure aufweisen, zu einer betrachtlichen Steigerung des Wachs- 
tums fiihrt. Es ist zu erwarten, daB eine noch gréBere Wirkung erzielt 
worden wire, wenn die Versuchspflanzen voéllig frei von Vitamin C 
gewesen waren. Wie aber bereits erwahnt, ist es nicht méglich, solche 
Pflanzen zu erhalten. Dagegen laBt sich bei der Erbse eine betrachtliche 
Herabsetzung des Vitamins ( erreichen, indem man von der jungen 
Keimpflanze die Keimblatter entfernt. 

Durch diesen Eingriff werden die groBen Vitamin-C-Mengen, die 
in den Keimpflanzen wahrend der Keimung entstehen, verhindert 
in die Keimpflanze zu gelangen, die infolgedessen eine erhebliche Vita- 
min-C-Armut aufweist. Es erwies sich indessen als auBerst schwierig, 
den richtigen Zeitpunkt fiir diese Operation zu treffen. Kin allzu zeitiges 
Entfernen der Keimblatter beeintrachtigte die Entwicklung der Keim- 
pflanzen. Bei zu spater Entfernung fand schon eine betrachtliche 
Vitaminanreicherung statt, so daB die Versuchspflanzen normalen 
Pflanzen schon so weit glichen, daB sie zu den Versuchen nicht mehr 


verwendet werden konnten. 


Folgende Versuchsanordnung erwies sich am zweckmiabigsten: 
Die Erbsensamen wurden im Samensterilisierungsapparat  sterilisiert 
und dort im sterilen destillierten Wasser 24 Stunden quellen gelassen. 
Hiernach wurden sie in Proberéhrchen auf Agar gebracht, wo man sie 
etwa 6 Tage keimen lieB. Nun wurden die Keimblatter mit einer sterilen 
Pinzette entfernt. Ein Teil der zarten Pflanzchen erhielt nun je 1 cem 
0,1 %ige Ascorbinsaéurelésung, ein anderer Teil, der als Kontrolle dienen 
sollte, die entsprechende Menge destillierten Wassers. Eine Reihe 
vorgenommener Analysen ergab bei den Keimpflanzen in diesem 
Stadium folgende Ascorbinsiuremengen, berechnet pro zehn Pflanzen: 
Keimblatter 2 bis 3 mg, iibrige Teile der Pflanze 0,2 bis 0,4 mg. In den 
Proberéhrchen lie8 man die Erbsenpflanzen so weit heranwachsen, dal} 
sie bei der Uberfiihrung in die Kulturflaschen durch die VerschluBwatte 
der letzteren hindurchragten. Das Wachstum der Versuchspflanzen 
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war in den Proberéhrchen erwartungsgemaB schlecht, es waren ihnen ja 
mit den Kotyledonen wichtige Nahr- und Wuchsstoffe entzogen worden. 
Die ,, Ascorbinsaéurepflanzen“* wiesen indes einen erheblich besseren Wuchs 
auf als die Kontrollpflanzen, von welchen iiberhaupt nur vier von zehn bis 
zum Ende des Versuchs am Leben blieben. Nach der Uberfiihrung der 
Versuchspflanzen in die Kultur flaschen und nach erneutem Ascorbinsaure- 
zusatz wurde der Unterschied zwischen den ,,Ascorbinsdurepflanzen* 
und den Kontrollpflanzen immer deutlicher. _Erstere lieBen sich aller- 
dings nicht direkt mit normalen Pflanzen vergleichen; denn sie waren, 
als der Versuch abgebrochen wurde, kiirzer als normale Erbsenpflanzen 
gleichen Alters und enthielten nur etwa ein Viertel der normalen Trocken- 
substanz. Wie aus Tabelle III hervorgehen diirfte, wirkte jedoch 
die Ascorbinséure entscheidend; denn die Trockensubstanz der Kon- 
trollpflanzen belief sich ihrerseits wiederum nur auf etwa 4/, von der- 
jenigen der ,,Ascorbinsaéurepflanzen‘*, und auBerdem wurden erstere nur 
halb so hoch wie diese. Gegeniiber dem normalen Ascorbinséuregehalt 
der ,,Ascorbinsaurepflanzen* enthielten die Kontrollpflanzen nur einen 
unbedeutenden Bruchteil desselben. Es war offenbar, da die mit 
Ascorbinséure behandelten Pflanzen viel weniger durch den Verlust 
ihrer Keimblatter gelitten hatten als die Kontrollptlanzen, denn sie 
brachten es sogar zu einer Stengellinge von 80cm und entwickelten 
normale Bliiten, was bei den Kontrollpflanzen nie eintraf. 


Tabelle WI. Einwirkung von Ascorbinsaéure auf das Wachstum 
von Erbsenpflanzen, denen die Keimblatter nach einer sieben- 
tagigen Keimungsperiode abgenommen wurden. 


Sterile Wasserkulturen, py 5,5. Weitere Einzelheiten im Text. 





Mittlere Lange | Trockengewicht C Vitamin in 
von von zwei Pflanzen, 

zwei Pflanzen zwei Pflanzen ecm 
in ecm ing Farbstotflésung 
be- Kon- | be- Kon- be- Kon- 
handelt | trolle || handelt trolle | handelt  trolle 


| I 83 35 0,431 0,070 22,8 27 
Keimblatter entfernt - - a = oa peed ans my 
IV | 22 0,405 0,644 17,5 1,5 

Normale Pflanzen mit Keim- 
EI hiatal gS me asa - 85 - 1,859 - 48,0 
Kein Zusatz von Ascorbinsaure - 92 1,706 — 44,0 


In den obigen Versuchen wurden die Versuchspflanzen ihrer Keim- 
blatter in einem Augenblick beraubt, als erst unbedeutende Mengen 
wachstumsférdernder Stoffe Zeit gehabt hatten, in den zarten Keim- 
ling iiberzutreten. Das Ergebnis stellt sich etwas anders, wenn die 
Kotyledonen erst einige Tage spater von ihren Mutterpflanzen entfernt 
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werden. Letzteren werden in diesem Falle gréBere Mengen de: 
in den Kotyledonen enthaltenen Nahr- und Wuchsstoffe zugefiihrt 
weshalb sie sich zu Pflanzen entwickeln, deren Aussehen zwar annahernd 
normal ist, die aber, insbesondere zu Beginn der Vegetationsperiode 
einen auBerst niedrigen Vitamin-C-Gehalt aufweisen. Der Ascorbin 
sdiurezusatz lost bei ihnen deshalb einen viel gréBeren Effekt aus als 
bei normalen Erbsenpflanzen. Andererseits JaBt sich bei ihnen 
keine so grobe Wirkung erzielen wie bei Pflanzen, die ihre Keim 
blatter schon in einem friiheren Stadium verloren haben; statt 
dessen hat man aber den Vorteil, daB man mit annaihernd normalen 
Pflanzen arbeiten kann. ‘Tabelle [V bringt die Ergebnisse eines 
solehen Versuchs. Die wachstumsférdernde Wirkung der Ascorbin- 
siure geht aus den Trockensubstanzwerten der behandelten Pflanzen 
deutlich hervor: letztere hatten zur Bliitezeit ein bis iiber 100° héheres 
Trockengewicht aufzuweisen als die Kontrollpflanzen. 


Tabelle IV. Einwirkung von Ascorbinsaéure auf das Wachstum 
von Erbsenpflanzen, denén die Keimblatter nach einer neun 
tagigen Keimungsperiode abgenommen wurden. 

Sterile Wasserkulturen, py 5,5. Keimlinge am 6. September 1935 zu zweit 
in die Kulturflaschen iiberfiihrt. Weitere Einzelheiten im Text. 





C Vitamin auf lg 


Prockengewicht pa 
8 rrockensubstanz, 


Jatu fon zwei Pflanze = 
vader Stadium des Wachstums sii in - — sae, ol aes cae 
behandelt | Kontrélle 0}, behandelt | Kontrolle 

Re Noch kein Bliihen 1,186 0,707 67,8 36 31 
4. X. ‘ = 1,435 0,984 45.8 39 34 
(ae Beginn des Blihens 2,630 0,885 197,1 45 35 
9. X. Volle Bliite 2,641 1,122 135,4 41 32 
De Junge Schoten 3,030 1,485 104.0 33 25 
es . ‘ 3,347 1,723 94,3 30 21 
15. X. Volle Fruchtreife 5.224 2,849 83,4 26 21 
7: 2. a = 5,967 3,584 66,5 24 21 
19. X. So 7,928 4,134 91,8 18 18 


Die Ergebnisse der im letzten Abschnitt geschilderten Versuche sind 
als endgiiltiger Beleg dafiir zu betrachten, daB das Wachstum der héheren 
Pflanzen vom Vitamin C entscheidend beeinfluBt wird, weshalb dieser 
Stoff als ein Wachstumsfaktor anzusehen ist. 


Die Vitamin-C-Mengen, die den Pflanzen in unseren Versuchen verab- 
reicht wurden, sind zwar weit gréBer als z. B. die Auxinmengen, die zur 
Hervorbringung gleicher Wachstumswirkungen geniigen. Das ist indes 
natiirlich, wenn man den hohen Vitamin-C-Gehalt einerseits und den 
niedrigen Auxingehalt andererseits unter Normalverhiltnissen in Betracht 
zieht. Wenn auch ein Teil der Ascorbinséiure in der Wasserlésung einer 
Zersetzung obliegt, so geht doch aus unserem Versuchsmaterial mit Deutlich- 
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keit hervor, da von den Pflanzen Ascorbinsiéiure aus der Nahrlésung in 
reichlichen Mengen aufgenommen worden ist. 


Zusammenfassung. 


Die Bedeutung von Vitamin C fiir héhere Pflanzen wurde unter- 
sucht; es wurde gepriift 

a) der EinfluB bestimmter Nahrstoffe auf die Bildung des Vitamins, 

b) die Wirkung zugesetzten reinen Vitamins. 

Dabei wurde gefunden: 

Zu a). 

1. Stickstoffquellen, die iiberhaupt gut ausgenutzt werden, be- 
giinstigen auch die Bildung von Vitamin C. Trockengewicht und Gehalt 
an Vitamin C steigen mit zunehmender Nitratkonzentration bis zum 
Optimum von 0,05 bis 0,1° an Kaliumnitrat oder Calciumnitrat. Bei 
stirkeren Konzentrationen nimmt das Trockengewicht wieder ab, 
waihrend der Gehalt an Vitamin C unveradndert maximal bleibt. 

2. Versuche mit Rotklee, geimpft mit verschiedenen Rhizobium- 
trifolii-Stéimmen, zeigten, daB starkere Stimme, die, wie angenommen 
wird, der Pflanze die optimalen Stickstoffmengen liefern, auch kraftigeres 
Wachstum und verstarkte Vitamin-C-Bildung bewirken. 

3. Konzentrationen von Kalium, entsprechend 0,025°% KCl, und 
von Phosphat, entsprechend 0,025°% Cag(PO,)., sind optimal. Der 
Gehalt an Vitamin C und an Trockensubstanz zeigt unter diesen Be- 
dingungen Gipfelwerte. 

Zu b). 

Die Pflanzen haben auf das Vitamin C in Nahrlésungen einen 
stabilisierenden EinfluB, wie durch Kontrollversuche gezeigt wird. 
Dies scheint auf die Existenz stabilisierender Stoffe hinzuweisen, die aus 
den Wurzeln in die Lésung diffundieren. 

Der Zusatz von Vitamin C zu sterilen Wasserkulturen ruft Er- 
héhung des Trockengewichts (unter Umstainden bis zu 100° der Kon- 
trolle), des Laingenwachstums und des Gehalts an Vitamin C hervor. 
Die giinstigste Zeit fiir den Zusatz liegt vor dem Beginn der Bliite. 
Spiaterer Zusatz hat auf das Wachstum keinen EinfluB mehr. 

Diese Wirkungen der Ascorbinsiure sind spezifisch, Glucose z. B. 
ist wirkungslos. 

Bei Zusatz von Vitamin C zur Kulturfliissigkeit keimender 
Samen oder Pflanzen steigt der Gehalt des Vitamins iiber das Normale, 
doch nur bis zu einem bestimmten Héchstwert. Es scheint also in den 
Pflanzen ein Mechanismus zur Innehaltung des Maximums vorzuliegen, 
durch den der Uberschu8 entweder inaktiviert oder in andere Ver- 
bindungen iibergefiihrt wird. 


Biochemische Zeitschrift Band 288, 26 
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Bei Erbsenpflanzen, denen die Kotyledonen nach einer Keimungs- 
periode von ungefdhr + Tagen entfernt werden, ist die hormonale Wirkung 
der Ascorbinsdure besonders deutlich. Wdhrend die meisten der ihrer 
Kotyledonen beraubten Pflanzen kaum Wachstum zeigen, entwickeln sich dic 
mit Vitamin C behandelten zu voller Bliite. 

Die Versuche zeigen also, daB Vitamin C fiir héhere Pflanzen ein 
unentbehrlicher Wachstumsfaktor ist, wie schon friiher von Virtanen 
und Mitarbeitern angenommen wurde. 
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Uber den Caleiumgehalt verschiedener Teile des Gehirns 
von normalen und thyreoparathyreoidektomierten Ratten. 
Von 
Stefan Farag6. 

(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 10. Oktober 1936.) 


Durch die Untersuchungen von Mac Callum und Voegtlin (1), 
denen zahlreiche aihnliche Arbeiten folgten (2), ist erwiesen worden, 
daB Parathyreoidektomie das Sinken des Blutealciums zur Folge hat; 
seitdem wurde mehrmals auch der Calciumgehalt verschiedener Kérper- 
fliissigkeiten und. Gewebe nach diesem Eingriff studiert. 

Magensaft von thyreoparathyreoidektomierten Hunden wies Anderungen 
des Ca-Gehalts auf; es wurde zum Teil Verminderung, zum Teil Ver- 
mehrung desselben beobachtet (3). Milech von operierten Hiindinnen zeigte 
eine Verminderung (4). Im Muskelgewebe von parathyreoidektomierten 
Hunden wurden entweder unverinderte (5) oder leicht erhéhte (6) bzw. 
verminderte Ca-Werte (7) beobachtet. Ferner wurden operierte Ratten, 
Kaninchen und junge Hunde auf die Anderungen der Ca-Verhaltnisse ihres 
Knochensystems untersucht (8), wobei hauptsachlich Wachstumsstérungen 
beobachtet wurden. Ratten zeigten nach der Operation im allgemeinen ver- 
minderte Ca-Werte in ihrem Knochensystem, mit Ausnahme des Schadel- 
daches (9). Auch in den abdominalen parenchymatésen Organen der 
parathyreoidektomierten Ratte wurde eine deutliche Ca-Abnahme ge- 
funden (10), was neuerdings bestitigt wurde (11). Bei operierten Hunden 
konnte keine Abweichung gegeniiber dem normalen Ca-Gehalt der Gewebe 
festgestellt werden (12). 

Im Gehirn von parathyreoidektomierten Tieren tritt nach Angaben 
von Mac Callum und Voegtlin (1b) eine Verminderung ein. Doch wurden 
andernteils sehr verschiedene Werte fiir operierte Hunde und Katzen ge- 
funden (13), auch wird eine Anderung ganzlich bestritten (12). Auch fiir 
Ratten wurde keine Verainderung der Ca-Werte nach Parathyreoidektomie 
im Gehirn gefunden (14); neuerdings wurde dagegen tiber eine bemerkens- 
werte Verringerung berichtet (11). 

Angesichts dieser spairlichen und einander ziemlich widersprechenden 
Angaben schien es von Interesse, die Ca-Verhaltnisse im Gehirn para- 
thyreoidektomierter Tiere nachzupriifen. Es wurde ferner gepriift, 
ob in den verschiedenen Teilen des Gehirns eine gleichmaBbige oder ver- 
schiedene Ca-Konzentration zu finden sei, und ob, soweit iiberhaupt cine 
Anderung nach dem Eingriff eintritt, alle Gehirnteile entsprechende 
Verdénderungen nach der Operation aufweisen. Da aus anatomischen 
Griinden (s. unten) die Epithelkérperchen stets durch Thyreopara- 
thyreoidektomie entfernt wurden, ergab sich die Notwendigkeit, sich 
zu iiberzeugen, ob die durch die Operation hervorgerufenen Anderungen 
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dem Ausfall der Thyreoidea oder der Parathyreoidea zuzuschreibe: 


seien. Einige Autoren berichten namlich tiber eine Wirkung von Schild 
driisenbehandlung auf den Ca-Gehalt der Gehirne normaler Mee 
schweinchen, Katzen und Hunde (15). Nach kleinen Thyreoideadose: 
war eine Zunahme, nach gréBeren eine Abnahme des Calciums zu beob 
achten. Auch die Leber von hyperthyreotisch gemachten normalen 
Meerschweinchen wies eine Vermehrung ihres Ca-Gehalts auf (16) 
Es konnte deshalb angenommen werden, da die Schilddriise auch 
normalerweise einen gewissen EinfluB auf das Gehirn-Ca ausiibt und 
durch ihre Entfernung Verschiebungen der Ca-Konzentration verursacht 
werden kénnen. 


Als Versuchstier wurde die Albinoratte gewahlt, bei welcher die meisten 
Forscher die am besten ausgepragten Verinderungen fanden (8) (9) (10) (11). 
Normale Werte fiir den Ca-Gehait verschiedener Teile des Gehirns konnten 
fiir Ratten in der Literatur nicht gefunden werden. Die angefiihrten Ar 
beiten (11) (14) enthalten normale Ca-Werte nur fiir das ganze Ratten 
gehirn, wie auch die Anderungen nur in ganzen Gehirnen untersucht wurden. 
Die normalen Werte zeigen Unterschiede bis zu 50°, je nach den einzelnen 
Tieren. Sie sind samtlich auf das "Trockengewicht berechnet. Da ich wegen 
der geringen Gehirnmengen stets nur das Gewicht der frischen Organ- 
substanz bestimmte, auf welches dann die Ca-Ergebnisse berechnet wurden, 
mus ich von einem Vergleich derselben mit den Ergebnissen der genannten 
Arbeiten absehen. Die bisherigen Untersuchungen beziiglich des Ca-Gehalts 
der verschiedenen Teile galten hauptsachlich den normalen Gehirnen von 
Menschen und Haustieren. So werden fiir die graue und weiBe Substanz. 
fiir das Kleinhirn und fiir das Riickenmark des Menschen und des Rindes 
Ca-Werte angegeben, die einen ziemlich groBen Unterschied zwischen den 
einzelnen Teilen zeigen (17). Gehirne von Katzen zeigen dagegen nur relative 
Unterschiede in der Verteilung des Calciums auf die verschiedenen Hirn- 
teile, wobei ein relativ groBer Ca-Gehalt des Hypothalamus hervorgehoben 
wird (18). 


I. Normale Tiere. 


Methodik. Fir die Versuche wurden ausgewachsene, nicht iiber 1 Jah 
alte, mannliche und weibliche Albinoratten von 100 bis 150 g Gewicht ver 
wendet. Die Tiere erhielten einige Tage lang eine Kost bestehend aus Brot 
und Wasser und wurden dann getétet. [Jegliches Narkotikum muBte dabei 
vermieden werden, da sich in friiheren Studien die Ansicht ausgesprochen 
fand, daB ein Anwenden derselben eine Anderung der normalen Ca-Kon 
zentration im Gehirn zur Folge haben kénnte (18).]| Die Kopfhaut wurde 
mit einem starken Peanschen-Klemmer mit der einen, der Schwanz mit det 
anderen Hand ergriffen, das so fixierte Tier mit beiden Handen ausgespannt, 
worauf ein Gehilfe mit einem starken Scherenschnitt den Hals des Tieres még 
lichst nahe zur Schulter durchtrennte. Das Entbluten war ziemlich rasch, nut 
mute darauf geachtet werden, da der Schnitt rasch und scharf, ohne 
vorheriges Quetschen oder Driicken erfolgte, da sonst eine starke Hyperimic 
des Kopfes auftrat. Dies konnte nach weniger Ubung vermieden werden, 
und da die Gehirnsubstanz selbst nur wenig GefaBe enthalt, konnte ich von 
einem Durchspiilen absehen, was das Gewicht der frischen Organsubstanz 
beeintrachtigt hatte. Die starken oberflichlichen GefaiBe konnten leicht 
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abgezogen werden. Das so erhaltene Kopf-Hals-Praparat wurde auf eine 
Porzellanplatte gelegt, an der Schnauze mit einer starken Zange erfaBt und 
fixiert. Die Weichteile wurden sorgfaltig mit einer Schere entfernt und das 
Schideldach mit Peanschen Zangen vom Foramen occipitale magnum aus 
abgetragen; danach wurde der am Praparat befindliche Teil des Wirbel- 
kanals eréffnet und so das ganze Gehirn und der angrenzende Abschnitt des 
cervicalen Riickenmarkes freigelegt. Die Dura Mater konnte bereits mit 
den Knochenteilen bzw. nach Entfernen derselben vom Gehirn in situ ab- 
gezogen werden. Nun wurde das Gehirn hervorgehoben und nach Durch- 
schneiden der Gehirnnerven mit dem Riickenmarksteil zusammen aus der 
Schadelhéhle herausgenommen. Die nun folgende Arbeit mute méglichst 
rasch ausgefiihrt werden, um ein Eintrocknen und somit die Gewichts- 
veranderung der Frischorgansubstanz zu vermeiden. Die starken GefaBe 
wurden mit feinen Pinzetten erfaBt und abgezogen, wodurch auch die 
weiche Hirnhaut gréBtenteils entfernt wurde; zuriickgebliebene Reste waren 
nachtraglich leicht zy entfernen. 

Von dem so von seinen Hauten entbléBten Gehirn wurde zundchst das 
Kleinhirn abgetrennt und durch einen senkrechten Schnitt durch die Vermis 
in zwei ungefahr gleiche Halften geteilt. Es wurde dadurch der Boden des 
vierten Hirnventrikels freigelegt. Das verlingerte Mark konnte nun leicht 
abgetrennt werden. Ferner wurden noch aus der Rinde der beiden GroBhirn- 
lappen Teile herausgeschnitten, welche im weiteren zusammenfassend 
Cortex genannt werden, und endlich die graue Substanz um den dritten 
Ventrikel herausgeschalt, welche ungefahr dem entwicklungsgeschichtlichen 
Diencephalon entspricht und im Folgenden auch so genannt wird. Siamtliche 
genannten Teile wurden sofort nach der Lostrennung in vorher abgewogene 
Platin- oder gut glasierte Porzellantiegel gelegt und ihr Gewicht auf der 
Waage bestimmt. Zur Feststellung des Ca-Gehalts wurden ungefaihr vom 
Cortex 15 mg, vom Diencephalon 10mg, vom Kleinhirn 90 mg und vom 
verlingerten Mark 100.0 mg abgewogen. 

Die abgewogenen Teile wurden nun in den Tiegeln fiir 24 bis 48 Stunden in 
den Trockenschrank gestellt und hiernach, ahnlich wie es fiir das Blut vor- 
geschrieben wird (19), mittels Bunsenbrenners zundachst vollstandig ge- 
trocknet, was fiir 100 mg Substanz ungefahr eine Stunde beanspruchte, und 
dann vollig verascht. Die weife Asche wurde in 33 °,iger Salzsiure gelést, 
direkt in Ca-R6hrehen iiberfiihrt und mit destilliertem Wasser mehrmals 
nachgewaschen. Die so erhaltene Lésung wurde durch tropfenweises Zu- 
setzen von konzentriertem Ammoniumhydroxyd alkalisiert, dann mittels 
einiger Tropfen einer 20 °jigen Essigsiurelésung schwach sauer gemacht (20) 
|Indikator Methylrot (21)]. In dem so vorbereiteten Material der R6hrehen 
wurde nun die Ca-Bestimmung nach der Methode von Kramer und T7is- 
dall (22) ausgefiihrt, doch mit kleineren Modifikationen, die sich im Laufe 
der Bestimmungen als notwendig zeigten. So wurden die Réhrehen nach dem 
Zusetzen der Lésungen statt 30 Minuten, 12 bis 24 Stunden stehengelassen, 
um eine griindliche Mischung durch die Diffusion und dadurch eine méglichst 
vollstandige Fallung des Calcitumoxalats zu erreichen. Ferner wurde der 
Niederschlag nur aufgeriittelt, um einen Stoffverlust beim Aufriihren mit 
einem Glasstab zu vermeiden. Zur Titrierung wurde wegen der kleinen zu 
bestimmenden Mengen n/500 KMnO,-Lésung verwendet. Vorversuche 
mit bekannter Ca-Konzentration und mit Blutplasma gaben auch bei diesen 
veranderten Bedingungen gut iibereinstimmende Ergebnisse, deren Ab- 
weichungen 2 bis 3°, betragen, was innerhalb der Fehlergrenze der Methode 
liegt. 
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Die gewonnenen Ergebnisse sind in Tabelle I enthalten. 


Tabelle I. Ca-Gehalt der Gehirnteile normaler Ratten in mg-' 
der frischen Organsubstanz. 





Nr 5 Kleinhirnhalften Verlungerte: 


den’ Tarte Cortex Diencephalon — ; mi Mark 





5,15 3,96 0,296 0.377 0,660 
7,93 7,51 0,392 0,341 0,724 
12.39 6,94 0,415 0,421 1.977 
4.61 4.98 0,395 0.397 0,689 
5,33 8,70 0,412 0,384 0.725 
4,39 8,15 0,315 0,622 0,544 
2,67 9,07 0,429 0,400 0,614 
9,21 6.42 0,442 0,474 0,694 


Mittlere Werte: | 6,33 6,85 0.3800 0,427 0,803 


oroo- wre 


Diese Werte zeigen sehr groBe Unterschiede in der Verteilung des 
Calciums auf die einzelnen Gebiete. Die Einzelwerte des Cortex und 
des Diencephalons zeigen sehr “groBe Abweichungen bei den einzelnen 
Tieren, so daB auBer dem allgemein viel hdheren Ca-Gehalt den anderen 
Teilen gegenuber nichts als charakteristisch festgestellt werden kann. 
Dieser Umstand findet seine Erklérung vielleicht darin, daB  beide 
Gebiete sehr klein sind und dabei nicht stets ganz genau dieselben 


Teile zur Abtrennung gelangen konnten, sondern auch aus der Um. 
gebung verschieden grobe Mengen dazu gerieten. Dagegen zeigen dic 
bedeutend geringeren Ca-Werte des Kleinhirns und des verlangerten 
Marks viel kleinere individuelle Unterschiede. Die beiden Kleinhirn 
halften zeigen eine mittlere Abweichung von 10,09°%, was nur weniy 
iiber der Fehlergrenze der Methode liegt; die Ca-Konzentration des 
verlingerten Marks ist im Mittel um 97,78% héher als die des Klein 


hirns. 
Il. Thyreoparathyreoidektomierte Tiere. 


Methodik. Die Tiere erhielten einige Tage vor der Operation ebenfall- 
nur Brot und Wasser, um ein friihzeitiges Auftreten von tetanischen Sympto 
men zu verhiiten (23). Die Operation erfolgte in leichter Athernarkose. Da 
Lage und Zahl der Epithelkérperchen bei Ratten haufig verschieden sind (24 
und Glandulae aberrantes haiufig vorkommen sollen, wurde stets Thyreo 
parathyreoidektomie ausgefiihrt und auch das umgebende Fettgewebe aus 
geriumt. Die Tiere erholten sich v6éllig in ungefahr 1 Woche, wahrend 
welcher Zeit sie weiter ihre Brot-Wasser-Kost erhielten. Ausgesprochen 
tetanische Symptome, wie Zuckungen oder Krampfe, konnten_ nich! 
beobachtet werden, selbst nachdem einige Tiere von der zweiten Woche an 
versuchsweise Fleisch erhielten. Manchmal steilte sich jedoch, auch bei den 
iibrigen nur mit Brot und Wasser erniahrten Tieren, ein Tremor oder el 
Zittern ein, was nach Erdheim den ersten zwei Stufen der Rattentetani 
entspricht (25); doch konnte weder durch elektrische, noch durch mechan: 
sche Reize ein Krampfzustand hervorgerufen werden. Kontrolltiere, im 
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selben Kafig und auf der gleichen Kost gehalten, zeigten die Tremor- 
erscheinungen nicht. Beinahe alle Tiere zeigten nach 3 bis 4 Wochen eine 
Gewichtszunahme. 24 bis 40 Tage nach der Operation wurden die Tiere 
auf die oben beschriebene Weise getétet und ihr Gehirn verarbeitet. 

Die Versuchsergebnisse gibt Tabelle LI. 


Tabelle II. 





Tiergewicht Ca-Gehalt der Gehirnteile 
i Ge (—————————— der thyreoparathyreoidektomierten Ratten in mg-°/o 
bm schlecht vor |zurZeit, Ss der frischen Organsubstanz 
Tiere _der der der ; 
Tiere Opera- Ti- Coster Dience- 
tion tung , phalon ‘. 2. Mark 


Kleinhirnhalften — yerjangertes 


119 150 3,91 5.41 0.820 0,629 0,503 

98 115 5,69 8.03 0.947 0,954 0.417 
131 140 5,68 8,95 0,590 0.653 0,380 
202 209 7,02 8,95 4,641 0,692 0,404 
107 98 9,51 10,46 0,583 0,659 0,477 

91 115 6,10 6,17 0.892 0,861 0,357 
116 104 14,72 12,59 0,954 0,995 0,354 


Mittelwerte: 7,52 8,64 0.775 | 0,776 0,413 


on 


“IS Ole C 


Obige Werte zeigen individuell ziemlich verschiedene Einzelwerte 
des Cortex und des Diencephalons. Eine gewisse GesetzmabBigkeit 
kann nur fiir die wenig voneinander abweichenden Einzelwerte des 
Kleinhirns bzw. des verlaingerten Marks als ausgesprochen gelten. Die 
Ca-Mittelwerte der beiden Kleinhimhalften zeigen keinen nennens- 
werten Unterschied. Die Ca-Werte des verlingerten Marks sind stets 
niedriger als die des Kleinhiins, im Mittel um 46,77 °%%. 


Ill. Thyreoparathyreoidektomierte, mit Thyroxin bzw. Parathyreoideaextrakt 
behandelte Tiere. 

Um zu untersuchen, welcher Anteil in obigen Versuchen dem Ausfall 
der Wirkung der Schilddriisen bzw. der Epithelkérperchen zuzuschreiben 
sei, und inwiefern die in der Einleitung erwihnte Méglichkeit einer 
Thyreoideawirkung auf den Ca-Gehalt des Gehirns bestehe, wurden je 
drei thyreoparathyreodektomierte Tiere mit subcutanen Einspritzungen 
von Thyroxin bzw. Parathyreoideaextrakt behandelt. Die Tiere der 
einen Gruppe erhiclten 30 bis 45 Tage lang jeden dritten Tag 50 y 
Thyroxin, der anderen Gruppe wurde der Parathyreoideaextrakt in 
Injektionen von 0,l ccm ,,Extr. parathyreoideae, Richter zugefiihrt, 
welche Menge 5 Einheiten entspricht. Diese Menge wurde jeden dritten 
Tag verabreicht. Die Thyroxin- bzw. Parathyreoideainjektionen wurden 
von beiden Gruppen gut vertragen: die Tiere zeigten mit Ausnahme 
eines einzigen Gewichtszunahme. Von der mit Parathyreoidea be- 
handelten Gruppe wurde ein Weibchen ungefihr 1 Monat nach der 
Operation trachtig und wies bei der Sektion 9 Féten auf. 
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Die Versuchsergebnisse sind aus den Tabellen [Il (Thyroxingruppe) 
und IV (Parathyreoideagruppe) ersichtlich. 


Tabelle III. 





Tiergewicht Zahl Ca-Gehalt der Gehirnteile in mg-/, 
Ge- : der der frischen Organsubstanz 
schlecht vor zurZeit Thyr- : ‘ 
der der der oxin- Kleinhirnhialften Ver- 
Tiere Opera- Té- injek- Cortex Dience- menial langertes 
tion tung tionen phalon i. 2 Mark 


165 168 : 6,77 6.54 0,537 | 0.556 0,339 
160 162 9,96 10,92 0,635 0,614 0,462 
80 138 i 7,95 2,24 1,316 1,412 0,911 


Mittelwerte: 8,29 6,26 0,829 | 0,862 0,569 


Tabelle IV. 





Tiergewicht Ca-Gehalt der Gehirnteile in mg-°), 
Ge- - Zahl , der frischen Gehirnsubstanz 
schlecht vor jzurZeit der Para- — LY: Fe ES I CS, IER 

der der der — thyreoidea- ; Kleinhirnhilften Ver- 
Tiere | Opera- Té- injektionen| Cortex 0 1S, Ja aS ee aa lingertes 
tion tung , phalon t. 2. Mark 


g 168 162 15 19,00 18,45 0,667 0,637 0,894 
g 139 185 10 3,16) 9,00 238 § 3,11 0,399 
rou 93 132 12 9,14 14,40) 0,719 0,638 0,863 


Mittelwerte aus 5 und 3:4 14,07 16,42 | 0,688 | 0,637 0,865 


Die Werte von Tier Nr. 4 sind nur der Vollstandigkeit halbe1 
angefiihrt, das Tier gelangte namlich trachtig zur Verarbeitung und gal 
deshalb ganz unbrauchbare Ca-Werte. Die iibrigen Tiere zeigen in 
beiden Gruppen recht groBe individuelle Unterschiede sowohl der 
Cortex-, wie auch der Diencephalonwerte. Der Unterschied der Ca 
Werte der beiden Kleinhirnhalften betragt im Mittel bei der Thyroxin- 
gruppe 3,90°%, bei der Parathyreoideagruppe 7,40°; die Unterschiede 
der Kleinhirnwerte der einzelnen Tiere sind in der Thyroxingruppe 
gréBer. Die Ca-Werte des verlangerten Marks der Thyroxingruppe 
sind im Mittel um 32,60° kleiner als die des Kleinhirns, wahrend in 
der Parathyreoideagruppe die Ca-Werte des verlingerten Marks um 
30,66 °% gréBer sind als die des Kleinhirns. 


Wenn wir die erhaltenen Ca-Werte sowohl der normalen, wie der 
unter verschiedenen experimentellen Bedingungen untersuchten Tiere 


miteinander vergleichen, kénnen wir folgendes feststellen: 


Bei den normalen und auch bei den anderen ieren besteht ein 
groBer Unterschied zwischen der Ca-Konzentration des Cortex und des 
Diencephalons einerseits und der des Kleinhirns und des verlangerten 
Marks andererseits. Zwischen der Ca-Konzentration des Kleinhirns 
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und des verlangerten Marks kann weiterhin ein gewisses konstantes 
Verhaltnis gefunden werden, was fiir die iibrigen Gehirnteile nicht der 
Kleinhirn-Ca 
verl. Mark-Ca 
zum Ausdruck. Dieser Quotient ist bei den normalen Tieren in allen 


Fall ist. Dieses Verhaltnis kommt durch den Quotienten 


Fallen unter 1 und betragt im Mittel 0,505. 

Nach der Thyreoparathyreoidektomie sind die groBen individuellen 
Unterschiede im Ca-Gehalt des Cortex und des Diencephalons ebenfalls 
zu beobachten; jeduch kann eine allgemeine Anderung festgestellt 
werden, die darin besteht, dafS mit Ausnahme der Ca-Werte des ver- 
langerten Marks, welche sich verringern, samtliche anderen erhéht 
sind. Diese Erhéhung betragt im Mittel den normalen Werten gegeniiber 
fiir den Cortex 18,64°, fir das Diencephalon 25,96°, und fiir das 
Kleinhirn 90,88°%,. Die Werte des verlingerten Marks zeigen dagegen 
eine erhebliche Verminderung, die im Mittel 48,56° des Normalwerts 

Kleinhirn-Ca | 


betragt. Demzufolge ist hier der Quotient .. 1.88. 
Verl. Mark-Ca 


Nach Thyroxinbehandlung zeigt sich keine wesentliche Anderung 
in den Ca-Werten der Gehirnteile der operierten Tiere. Die Ca-Werte 
des Diencephalons sind zwar um 8,61°, der Normalwerte niedriger, 
jedoch sind diejenigen des Cortex um 32,38 °,, diejenigen des Kleinhirns 


um 108,12 °% héher als die Normalwerte und zeigen somit eine ahnliche, 
nur noch etwas héhere Ca-Konzentration als bei den operierten Tieren. 
Dies gilt auch beziiglich der Ca-Werte des verlingerten Marks, 
die um 29,14°%, niedriger sind als die Normalwerte. Die Ahnlichkeit 
mit den Ca-Zustanden der operierten Tiere bringt am auffallendsten der 
das Verhaltnis der Ca-Werte des Kleinhirns zu denen des verlangerten 
Marks anzeigende Quotient zum Ausdruck. Er betrigt bei dieser 
Gruppe 1,44 und deutet somit auf die viel héhere Ca-Konzentration 
im Kleinhirn. 

Die mit Parathyreoidea behandelte Gruppe zeigt dagegen eine 
Annaherung an die normalen Verhiltnisse. Die einzelnen Werte sind 
zwar simtlich héher als dic normalen, so betragt die Zunahme im Cortex 
132,22°%, im Diencephalon 139,79°, und im Kleinhirn 63,05°,: aber 
auch im verlaingerten Mark sind die Ca-Werte um 7,42°,, héher als bei 
den normalen Tieren, so daB der Quotient —- 0,765 ist, was den normalen 
Verhaltnissen entspricht. 

Wenn wir annehmen, dai der Ersatz der durch die Operationen 
ausgeschalteten inkretorischen Funktionen durch die Injektionen er- 
reicht werden konnte, kénnen wir aus den angefiihrten Vergleichs- 
versuchen den SchluB ziehen, daB die Thyroxinverabreichung auf die 
Gehirn-Ca-Verhaltnisse der operierten Tiere keinen EinfluB ausiibte, 





400 St. Farago: 


die wahrscheinlich etwas geringen Dosen des Parathyreoideahormons 
jedoch ein, wenn auch nur teilweises Zuriickkehren der normalen Ver- 
hiltnisse hervorriefen. Meines Erachtens kénnen somit die bei den 
thyreoparathyreoidektomierten Tieren festgestellten ziemlich groBen 
Verainderungen der Ca-Konzentration und des Verhaltnisses der Ca- 
Werte der untersuchten Gehirnteile der Entfernung der Nebenschild- 
driisen zugeschrieben werden. 


Zusammenfassung. 

kis wurden Ca-Bestimmungen in verschiedenen Gehirnteilen (Cortex, 
Diencephalon, Kleinhirn, verlaingertes Mark) von verschieden  be- 
handelten Ratten ausgefiihrt. Die Bestimmungen wurden an den 
Gehirnen von I. normalen, Il. thyreoparathyreoidektomierten, LI. 
thyreoparathyreoidektomierten und mit Thyroxin behandelten, IV. 
thyreoparathvreoidektomierten und mit Parathyreoideaextrakt behan- 
delten Tieren ausgefiihrt. 

Es konnte bei allen vier Gruppen ein sehr groBer Unterschied 
zwischen der Ca-Konzentration der GroBhirnteile einerseits und des 
Kleinhirns andererseits festgestellt werden. 

Die Thyreoparathyreoidektomie erhéht die Ca-Konzentration 
int. GroBhirn und Kleinhirn, vermindert sie dagegen im verlangerten 
Mark. : 

Thyroxinbehandlung anderte an den durch die Operation hervor- 
gerufenen Verhaltnissen im wesentlichen nichts. 

Parathyreoideaextrakt scheint dagegen ein Zuriickkehren det 
normalen Verhaltnisse in Bezug auf die Ca-Konzentration der ver- 
schiedenen Teile zueinander zu bewirken. wahrend die einzelnen Ca- 


, 


Werte héher als die normalen sind. 
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Uber die Messung des p, im Blute und in anderen biologischen 
Fliissigkeiten mit Hilfe der Glaselektrode. 
Von 
L. Seekles. 
(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Veterinirchemie der Reichs- 
Universitat Utrecht.) 
(Eingegangen am 15, Oktober 1956.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Glaselektrode findet neuerdings immer mehr fiir py-Messungen 
an biologischem Material Anwendung. Wir méchten daher an dieser 
Stelle unsere Erfahrung auf diesem Gebiete mitteilen, nachdem wir 
die Glaselektrode seit dem Jahre 1933 regelmaBig fiir die pa- Bestimmung 
in Vollblut, Blutserum, Plasma, Harn, Milch, Schleim, Nahi boden usw. an- 
wenden. Unsere E:fahiungen nach vielen hundert Messungen an 
Substraten, deren py in anderer Weise meistens nicht oder nur schwer - 


infolge geringer Substanzmengen, dunkler Fat be, Ti iibsein oder Anderung 


der angewandten Elektrode wahrend der Messung — exakt gemessen 
werden kann, sind sehr giinstige. Nur hat man bestimmte MaBnahmen, 
von denen weiter unten die Rede séin wird, genau zu beachten. Ein 
Teil der mittels dieser Methode erhaltenen Resultate jedoch ohne 
Beschreibung der Methodik wird a.a. O. veréffentlicht!. Die Be- 
schreibung der pu-Messung mit der Glaselektrede an sich fallt nicht in 
den Rahmen dieser Arbeit. Es wird nur dasjenige mitgeteilt, was nach 
unserer Erfahrung zur Anwendung der Glaselektrode fiir Messungen 
an biologischem Material wichtig ist. ; 

‘Der Apparat wurde grundsatzlich nach den Angaben B. Elemas 
gebaut”. 

Zwecks Verhinderung der COQ,-Abgabe wahrend der Messung bei 
Substanzen wie Blut, Plasma, Blutsertum und Harn von Pflanzen- 
fressern der wegen seines Bicatbonatgehaltes alkalisch reagiert 
haben wir die Form des Elektrodengefafes im Laufe der Jahre nicht 
unbetrachtlich abgeindert. Die endgiiltige Form, welche gewisse Vorteile 
gegeniiber den bis jetzt angegebenen Formen zeigt, wird hier zum ersten 
Male beschrieben. 

a) Die Probenahme. 

Zwecks Verhinderung der Kohlenséureabgabe faingt man die 

Kérperfliissigkeit unter Paraffiné] in mit Dampf gereinigten und mittels 


' Arch. néerl. de Physiol. (bei der Redaktion eingegangen am 
28. Marz 1936). —- ? Chem. Weekblad 28, Nr. 14 u. 15, 1931; 29, Nr. 45, 1932. 
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Gummistopfen verschlieBbaren Jenaer Kolben auf. Die Blutgerinnung 
verhindert man mit auf pu = 7,4 gebrachter 30° ,iger Aaliwmoxalat- 
lésung (1 cem je 100 cem Blut)!. Das Blut wird sofort auf 20° C gekiihlt. 
Kine Anderung des pu durch Glykolyse ist nach unserer Erfahrung 
unter diesen Umstanden in der ersten halben Stunde nach der Blut- 
entnahme nicht zu bemerken*?. Diese Methode der Entnahme hat den 
Vorteil, daB man dieselbe nicht am Ort des MeBapparates vorzunehmen 
braucht, wie das bisher iiblich war. 


b) Die Form der Glaselektrode. 


Im Anfang unserer Messungen benutzten wir die Glaselektrode 
nach D. A. Mac Innes und M. Dole*®: gerade Glasréhrchen mit einem 
Durchmesser von etwa 5mm, am unteren Ende mit einer sehr diinnen 
Glasmembran aus sogenanntem Corning-Glas Nr. 015. Die Elektrode 
wurde von uns bis zur Héhe von etwa 3 cm mit n/10 HC! gefiillt. Die 
Hohe der HCI-Schicht ist nicht ohne Bedeutung, weil sie ein Kintauchen 
in die Versuchslésung bis zu einer Tiefe von etwa 2 bis 2,5 cm erlaubt 
(s. unten), ohne daB sich der Fliissigkeitsdruck auf die Membran in der 
Richtung andert, wodurch gr6éBere Spannungsanderungen in der Mem- 
bran und dadurch Anderungen der Glasoberflachen eintreten kénnten, 
abgesehen von der Gefahr eines Zerspringens der Anschmelzstelle. In die 
n/10 HCl-Lésung wird ein auf elektrolytischem Wege mit einer AgCl- 
Schicht iiberdeckter Ag-Draht als standige Ableitungselektrode einge- 
taucht. Ander anderen Seite der Glasmembran befindet sich die Versuchs- 
bzw. die Vergleichslésung (Puffer), die mittels eines mit gesattigtem K Cl- 
Agar gefillten Réhrchens mit der gesattigten Kalomelelektrode ver- 
bunden ist. 

Es wird also die Kette: 





Ag AgCl.n/10 HC) Glas | Versuchslésung Gesattigte KCl.HgCl Hg 
bzw. Puffer 
gemessen. 

Die Glaselektrode dieser Form leistet gute Dienste bei kleinen 
Substratmengen, z. B. bei Messungen an Vaginalschleim, weil sehr 
wenig Substanz zur vollstandigen Benetzung der Glasmembran geniigt*. 

Die sehr diinnen Glasmembranen haben meistens noch den Vorteil, 
daB die Differenz gegen die Wasserstoffelektrode sehr gering ist, was die 


! Nach unseren Ergebnissen tiben K-Salze den geringsten Salzeffekt 
auf die Glaselektrode aus. 2 Uber Sauerung des Blutes durch Glyko- 
lyse bei 0 und 38° siehe J. Harris, BE. L. Rubin u. W. J. Shutt, J. of Physiol. 
81, 147, 1934; G. Haugaard u. E. Lundsteen, diese Zeitschr. 285, 270, 1936. 

3 J. Amer. Chem. Soc. 52, 29, 1930; B. Elema, |. ¢. 1 FB. Duspiva 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. 241, 168, 1936) wendet Glasmembranen dieser 
Art mit sehr geringer Oberflache 0,75 qmm an. 
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Anwendung der Nernstschen Formel gestattet. (Letzteres trifft nicht 
immer zu: man hat jede Elektrode vorher peinlichst genau in dieser 
Hinsicht zu kontrollieren.) 

Den Vergleichspuffer Phosphat puffer nach J. B. Hastings und 
J. Sendroy jr.! wahlten wir vorzugsweise so, daB das pu desselben 
sich dem pu der Versuchslésung bis auf etwa 0,2 bis 0,3 px oder weniger 
naherte, was beim Blute leicht gelingt. 

Die Umrechnungsformel nach Sorensen 

az. 
Pu, ~~ PH, 0.0577 + (t— 18) 0,002 


(Pu, und py, pu der Versuchs- bzw. der Pufferlésung, 2, und E, 


beobachtete Potentialdifferenzen (Volts) der Puffer- bzw. der Ver- 
suchslésung, ¢ = Temperatur in ° C] 
gilt, nach unserer Erfahrung, unter diesen Bedingungen auch fiir Elektroden, 
die der Wasserstoffelektrode nicht genau ahneln. Offenbar sind die Be- 
rechnungsfehler in diesen Fallen zu vernachlassigen, verglichen mit den 
weit gréBeren Fehlern der Messungsmethodik. 

Die Glaselektrode in der oben angegebenen Form wurde von uns 
nur fiir Messungen bei Zimmertemperatur — meistens bei etwa 20° C 
angewandt. 

Diese einfache Glaselektrode eignet sich unter bestimmten Be- 
dingungen auch gut zur px-Bestimmung im Blute oder Serum, das 
uvihrend der Messung nicht von der Luft abgesperrt ist?. Als Elektroden- 
gefaB dient dabei ein nicht zu weites, zylinderformiges GefaB, z. B. ein 
Wageglaschen, das (leer) von unten so weit an die Elektrode hingebracht 
wird, da} sich der Boden des GefaBes der Glasmembran bis auf einige mm 
nihert. Dann wird die Spitze einer mit mindestens 10 cem Blut oder 
Serum gefiillten Pipette auf den Boden des ElektrodengefaBes in die 
Nahe der Glaselektrode gestellt und man laBt das Blut (Serum) langsam 
ausflieBen. Die zuerst ausflieBende Fliissigkeit, welche an die Luft 
kommt, und CO, verliert, wird sofort durch frisches Blut (Serum) 
verdrangt. Die Héhe der Blut-(Serum-)Schicht tiber der Membran soll 
mindestens 2 bis 2,5 cm betragen. Der CO,-Verlust durch Diffusion ist 
unter diesen Umstianden in der Nahe der Glasmembran wahrend des 
Zeitraumes der Messung (s. unten) offenbar zu vernachlassigen. Man 
achte darauf, daB sich wahrend der Messung keine Luft unter der 
(flachen) Membran_ befindet. 

Obschon die Anwendung der Glaselektrode nach Mac Innes und 
Dole fiir sehr kleine Fliissigkeitsmengen sehr brauchbar ist, verzichteten wir, 
wegen der leichten Zerbrechlichkeit, auf die Anwendung derselben fiir 


' J. of biol. Chem. 61, 695, 1924. 2 Auch die kugelférmige Glas- 
elektrode nach Haber und Klemenzievicz ist in derselben Weise zu ver- 
wenden. 
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Serienuntersuchung gréBerer Substratmengen und benutzten die 
kugelférmige Elektrode nach F. Haber und Z. Klemenzievicz!. Die 
Kugel aus Corning-Glas braucht man nicht bis zum Erscheinen der 
Interferenzfarben auszublasen, wie dies bei den flachen Glasmembranen 
der Fall ist. Weil diese dickeren Glaselektroden sich weniger gut als die 
dimnen Glasmembranen’ der _ idealen 

Wasserstoffelektrode nahern, wurde fiir Tabelle I. 

jede Elektrode bei bestimmter Tempe- Beispiel einer Eichung. 
ratur eine Eichkurve hergestellt (Ta-  (Glaselektrode B,, 19. Marz 
belle 1). Die Eichung ist bei langerer An- 1936, ¢ = 20°C.) 
wendung dann und wann zu wiederholen, 





Phosphatpuffer|} + 10.0 Millivolt 
weil beim Altern eine geringe Differenz Pu entsprechen 

mit den urspriinglichen Werten nicht aus- 5 985 Fi 

geschlossen ist. 5 586 + Vitti Pu 

Der Zusammenhang zwischen py und 6.236 + O00, 

oe + 0,174, 

+ 0,175, 

+ 0,174, 

+ 0,178, 


Potentialdifferenz ist hier also zwischen 6.809 
pu 6,236 und 7,705 linear. Im mehr sauren 7,261 
Gebiet nimmt die Empfindlichkeit sehr 7,705 


wenig zu, im mehr alkalischen Gebiet 8,018 , 
nimmt dieselbe offenbar etwas ab. 
Fiir die Messung von CO,-abgebenden Fliissigkeiten, wie Vollblut 


und Serum, haben wir dem ElektrodengefaB und den Glaselektroden die 
in der Abb. ] angegebene Form gegeben. 


Das ElektrodengefaB laiBt sich leicht aus —- 
einer 3-cem-Pipette mit engem Saug- und \ 
AbflieBrohr herstellen. 

Bei Verkleinerung der Apparatur achte man dar- 
auf, daB die Elektrodenkugel nicht zu klein wird 2?. 
Zur Einfiillung taucht man die Spitze a unter die 
die Versuchsfliissigkeit bedeckende Paraffinélschicht, 
wahrend man gleichzeitig bei geéffnetem Hahn 6 
einen schwachen Luftstrom durch ¢ hindurchblast, 
entweder durch leichtes Blasen oder, wenn der Ein- 
tritt von alveolarer Kohlensaiure unerwiinscht ist, 
mittels eines kleinen Gummiballons d. Es wird da- 
durch das Eindringen von Paraffin6él in die Spitze a 
verhindert. Die Fliissigkeit wird dann langsam etwa 


























1 Zeitschr. f. physik. Chem. 67, 385, 1909. Auf 
Vorschlag von Dr. R. Brinkman, Groningen, wird der 
rohrenférmige Teil der Elektrode soweit derselbe 
aus der Fliissigkeit herausragt mit einem Ober- ; 
flack tend Sieteaks « B , seanen Dieahatthtonn Abb. 1. Elektrodengefa6 
aC lenisolator uber ec! t, Z. oe — 1arzartigen fiir C(,-abgebende Fliis- 
Kittsubstanz ,,Pe-be-kit*‘ der Firma J.C. Th. Marius, sigkeiten. 
Utrecht. 2 Die Minimumoberflache ist offenbar ab- 
hangig von der Glasdicke des Kiigelechens (A. Thiel u. H.Gemsa, diese 
Zeitschr. 282, 146, 1935). Wir benutzen mit gutem Resultat Kiigelchen 
mit einem Durchmesser von etwa 8 mm. 








U 
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bis zur Marke d aufgesaugt und der Hahn b geschlossen. Spitze a taucht 
man in ein Schalchen mit gesattigter KCl-Lésung, in welcher auch das Ver 
bindungsréhrehen der Kalomelelektrode steeckt. Wahrend der Messung 
bleibt der Hahn b wie auch der Hahn der Kalomelelektrode — ge 
schlossen. Der Apparat kann bei ge6ffnetem Hahn 6 durch leichtes Blasen 
entleert und durch Fiillen und Ausblasen mit Wasser gereinigt werden. Nach 
Ablauf einer Reihe Messungen wird der (zur Halfte durechgeschnittene) 
Gummistopfen e gelést, das ElektrodengefaB mit Chromsiéure, Wasser und 
eventuell mit Dampf gereinigt und die Glaselektrode in destilliertem 
Wasser aufbewahrt. Der hier beschriebene Apparat laBt sich in einfache1 
und griindlicher Weise reinigen und kann auch im Thermostaten ange 
wandt werden. Derselbe wird dann bei f auf den Rand des Thermostaten 
gehangt !. 
¢) VorsichtsmaBnahmen bei der Messung. 

Nach dem oben Gesagten bediirfen nur die wichtigsten Punkte, 
welche man zu beachten hat, einer kurzen Erwahnung. 

1. Die Oberflache der Elektrode soll ganz von der Versuchs- oder 
Pufferlésung benetzt werden. 

2. Die Beschaffenheit der Membranoberfliche ist sehr wichtig fiu 
die Konstanz der Potentialdifferenz gegeniiber den Vergleichslésungen. 
Bei der Elektrodenform nach Mac Innes und Dole (sehr diinner Glas- 
membran) wird die Elektrode stets bis auf eine bestimmte Tiefe in die 
Fliissigkeit (Versuchslésung oder Puffer) eingetaucht (s. oben). Die 
Empfindlichkeit Druckanderungen gegeniiber ist fiir verschiedene Glas- 
elektroden sehr ungleich, sie hingt ‘von der Dicke der Membran — der 
Deformierbarkeit — ab. 

3. Weil die Oberfliche der Glasmembran sich offenbar in den ersten 
Wochen nach der Herstellung noch etwas andert!, nehmen wir die 
EKichung erst nach etwa 1 Monat vor. 

4. Die (kugelf6rmigen) Glaselektroden sind, zwecks Erhaltung 
einer konstanten Potentialdifferenz, bei konstanter Temperatur 
d.h. bei der Temperatur, bei welcher gemessen werden soll — im Luft- 
thermostaten aufzubewahren?. Die Elektroden sind dabei stets in 
destilliertes Wasser getaucht. Vor der Messung werden das Versuchs- 
zimmer und die zu messenden Lésungen ebenfalls genau auf diese 
Temperatur, z. B. 20°C, gebracht. Nach Ablauf der Messung wird die 
Temperatur der gemessenen Fliissigkeit stets kontrolliert. Wahrend 
die Temperaturkorrektion pro Grad fiir die Phosphatpufferlésun- 
gen zu vernachlissigen ist, ist sie fiir bicarbonathaltige Lésungen 
ziemlich hoch. Aus vorliufigen Messungen geht hervor, daB beim 
Rinderblutserum — und wahrscheinlich auch beim Rinderblut 
1° Temperaturerhéhung das pa um etwa 0,01, erniedrigt. Bei Harn 
von Pflanzenfressern, der wechselnde Mengen Bicarbonat enthalt, 


' Uber die Messungen bei héherer Temperatur wird a. a. O. weiteres 
mitgeteilt werden. — ? Dieser Befund steht in Einklang mit der Beob 
achtung @. Haugards, C. r. Labor. Carlsberg 20, Nr. 9, 1934. 
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indert sich die Temperaturkorrektion entsprechend. Eine méglichst 
yvenaue Temperaturregulierung der Versuchslésung wahrend der Messung 
ist also sehr wichtig. Aufbewahrung der Kalomelelektrode und des 
Normalelements im Thermostaten ist zu empfehlen. 

5. Nach Aufbewahrung in einer ionenfreien Fliissigkeit, wie destil- 
liertes Wasser, dauert es eine lingere Zeit, bevor die Priifungslésung 
(Phosphatpuffer) eine konstante Potentialdifferenz aufweist. Nach 
einer Viertelstunde ist stets das Gleichgewicht zwischen Glasmembran 
und Priifungslésung erreicht. 

6. Nach dieser ersten Messung in einer Versuchsreihe wird die 
(ienauigkeit der weiteren Messungen sehr wesentlich erhéht, wenn man 
das Potential stets zum selben Zeitpunkt nach dem Eintauchen der 
Klektroden in die Fliissigkeit bestimmt. (Wir machten die Ablesung 
immer nach 5 Minuten.) Es dauert ja auch bei diesen weiteren Messungen 
einige Zeit 3 bis 5 Minuten —, bevor Gleichgewicht eingetreten ist. 

7. Am Anfang und am Ende einer Versuchsreihe wird das Potential 
einer Versuchslésung bestimmt. Dasselbe andert sich im Laufe einiger 
Stunden meistens nur um einige zehntel Millivolt. Jedoch soll eine 
wiederholte Kontrollmessung wahrend der Versuchsreihe nie unter- 
lassen werden, und zwar zwecks Feststellung etwaiger Beeintrachtigung 
der Oberflaichenbeschaffenheit der Glaselektrode, etwa durch Adsorption 
bestimmter Substanzen. Wahrend z. B. frisches Blut, Blutserum und 
meistens auch frischer Harn die Glaselektrode nicht beeintrichtigen, 
beobachtet man bei Messungen an altem Blut, altem — und vereinzelt 
auch frischem Harn und im allgemeinen bei Lésungen, welche 
EKiweiBabbauprodukte enthalten, eine mehr oder weniger starke 
Anderung des Normalwertes der Glaselektrode. Die Adsorptions- 
hbindung wird offenbar durch Waschen der Glaselektrode mit Wasser 
nicht gelést, die Reversibilitat der Glasmembran ist dadurch nicht 
vollkommen (Tabelle IT). Einen besonders starken EinfluB dieser Art 
fanden wir bei den durch hydrolytischer Spaltung aus tierischem oder 
pflanzlichem EiweifB erhaltenen Suppenwiirzen. Man reinigt die Glas- 
elektrode mit kalter Chromsaurelésung und Waschen mit Wasser 
(mindestens 24 Stunden). 

Falls die Anderungen der Elektrode nicht zu groB sind, laBt sich 
das pu der Versuchslésung mit Hilfe des durch Interpolation! erhaltenen 
Normalwertes der Elektrode ohne groBe Fehler berechnen. (Man beachte 
dabei, daB eine Potentialdifferenz von 1,2 Millivolt einer py-Differenz 
von etwa 0,02 entspricht. Die Fehlergrenze jeder Messung laBt sich 
dann leicht schaitzen (Tabelle II). 

_ * Die Interpolation ist theoretisch vielleicht nicht richtig, weil die 
Anderungen der Glaselektrode wahrscheinlich sprungweise stattfinden. 
Praktisch ist dies aber ohne Bedeutung, wie Tabelle IT zeigt. 
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Die Genauigkeit der Methode betragt unter den oben angegebene: 
Kautelen 0,01 bis 0,02 px. 
Tabelle Il. Beispiel einer py-Messung an altem Blut und Har: 


mittels einer nicht ganz reversiblen Glaselektrode 


(Elektrode B,, Versuch XII, 103). 





Volt 3 
lesa —_ ‘ Fehlergrenzen 
oO »0la- ) ae 5 
Fel Pa - PH 
wert) 
| 

0,3334| . — 

0,3334|  — 

0,3467 |0,3337 7 


Puffer px 20° )| 
) 
) 
) 0,3465 | 0,3340 7 
) 
) 
) 
) 


os PH 20° = 
Blut Nr. 


03343) — 

0,38352 | 

0. 3063 | 0 3339 6 ‘98, 9, bah 
0,3810) 0,3337 8,30,= *__§ 30.* 


Putter py 209 = 
Harn Nr. 20,0 15 41 ( 
Se 20,2 15 48 ( 
20,6 15 56 ( 


Putter pu20?- 7,462 20.216 3( 5)/0,33385) | — . et 


| Der EinfluB dieser geringen rst yee auf das pq des Vergleichspufters 
bzw. der Versuchslésung ist vernachlissigt. * In Klammern: Beriihrungszeit mit der Lisung 
in Minuten. 3 Vergleichswert des Puffers. — + Die py-Werte sind nur auf zwei Dezimal 
stellen anzugeben. > * der wahrscheinlichere, ** der unwahrscheinlichere, *** der sehr 
unwahrscheinliche Wert, wie aus Spalte 3 leicht hervorgeht. Die in dieser Spalte zuerst ge- 
nannte Zahl wurde berechnet mittels des Potentialwertes der Pufferlisung (Spalte 4), welch: 
der Messung an der Versuchslisung zuletzt voranging (s. Spalte 3). Die zweite Zahl ward 
berechnet mittels des der Messung an der Versuchslisung folgenden Potentialwertes des Ver 
gleichspuffers. 

Um etwaige starkere Stérungen des Gleichgewichtes an der Glas- 
membran zu vermeiden, wahlten wir die Vergleichslésungen vorzugs- 
weise so, dab die pxu-Differenz mit den Versuchslésungen nur einige 
Zehntel betragt. 

Zusammenfassung. 

. |. Es wird tiber giinstige Erfahrungen berichtet, die bei umfang- 
reichen px-Messungen mittels der Glaselektrode an_ biologischen 
Materialien gewonnen wurden. Es ist notwendig, bestimmte Kautelen 
genau zu beachten. Die Genauigkeit betragt 0,01 bis 0,02 pu. 

2. Es wird auf mégliche Fehlerquellen, welche die Genauigkeit de: 
pu-Messung mit der Glaselektrode beeintrachtigen, hingewiesen. So 
zeigt sich die Glaselektrode nicht ganz reversibel bei der Messung von 
Fliissigkeiten, welche EiweiBabbauprodukte enthalten. Auch in diesen 
Fallen ist die Glaselektrode meistens zur pu-Messung brauchbar, falls 
wiederholte Kontrollmessungen an Pufferlésungen vorgenommen werden. 

3. Zur Messung von CQO,-abgebenden Fliissigkeiten wurde eine 
besondere Form des ElektrodengefaBes angegeben, welches auch im 
Thermostaten anzuwenden ist. Unter Beriicksichtigung bestimmte: 
VorsichtsmaBregeln ist das pu dieser Fliissigkeiten auch ohne Ab- 
sperrungsapparat zu bestimmen. 





Eiweibstoffwechsel 
und Oxydationsprozesse beim experimentellen Skorbut. 
V. Mitteilung: 
Uber die spezifischen Eiweibstoffe der Muskelgewebe skorbutkranker 
Meerschweinchen. 
Von L. D. Kashevnik. 
(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie des Medizinischen Instituts 
in Archangelsk.) 


(Lingegangen am 25. September 1936.) 


A.J. Danilevskij (1), Sselichovskij (2), Kurajer (3) und Ijin (4) 
haben eine sehr brauchbare Einteilung der spezifischen Eiweibstoffe 
des Muskelgewebes in Myosine und Myostromine vorgeschlagen. Nach 
[Ijin (5), Gessner (6) und Galwialo und Kreines (7) unterscheiden sich 
diese beiden wichtigsten Fraktionen der MuskeleiweiBstoffe im Gehalt 
an Stickstoff, Phosphor und Eisen, nach Wladimirow (8) auch im kolloid- 
chemischen Charakter. Danilevskij (9) fand, daB die Muskeln, die 
-ich schneller zusammenziehen und die schneller erschlaffen, eine 
yréBere Menge Myostromin enthalten als langsam arbeitende und er- 
schlaffende Muskeln. Diese Tatsache wird durch die Arbeiten séimt- 
licher obenerwahnter Verfasser bestatigt. Zu demselben Ergebnis 
fiihrten in letzter Zeit auch die Untersuchungen von Wladimirow (10) 
an den Muskeln des Herzens und des Diaphragmas und an dem M. 
ileopsoas beim Menschen, ferner die Untersuchungen von Jaroslavzew (11) 
an den Muskeln der Taube und des Huhnes, und die Untersuchungen 
von Kashevnik (12) am Herzmuskel und am M. cruralis beim Menschen. 

Vorliegende Arbeit hat den Zweck, die Verteilung der spezifischen 
MuskeleiweiBstoffe beim eaperimentellen Skorbut festzustellen. Vom 
1. Marz bis Juni 1936 haben wir die spezifischen Eiweibstoffe in Meer- 
schweinchenmuskeln von verschiedener funktioneller Fahigkeit unter- 
sucht, und zwar im Herzmuskel, welcher schnell arbeitet und schnell 
erschlafft sowie in Kérpermuskeln (der Hinterbeine), die langsamer 
arbeiten und langsamer erschlaffen. 


Methodik. 


Das Herz eines entbluteten skorbutkranken Meerschweinchens wurde 
dureh leichten Druck zwischen zwei Bogen Flie8papier von den Blutresten 
befreit, das Bindegewebe und die BlutgefaBe nach Méglichkeit entfernt und 
das Herz in einem Porzellanmérser zu einem homogenen Brei verrieben!'. 
Die Muskeln der Hinterbeine wurden vollistandig verwendet; dazu wurden 
die Hinterbeine im’ Hiiftgelenk abgetrennt und ihre Muskeln sorgfiltig 


1 Zwecks besserer Verreibung wurde etwas gereinigter Sand hinzu- 
gefiigt. 
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abgelést. Diese wurden nun vom Bindegewebe und von den BlutgefaBen 
befreit, zwischen FlieBpapier leicht ausgedriickt und weiter wie der Herz- 
muskel behandelt. Bei der Gewinnung der EiweiBfraktionen benutzten wit 
die Methode von M. D. Iljin (4) in der Modifikation von Jaroslavzew (11)'. 
Die Menge des gefundenen Stickstoffs wurde in mg pro 1 g Muskelgewebe 
berechnet. 


Die Ergebnisse sind in Tabelle | in Mittelwerten dargestellt. Die 
Tabelle II enthalt die prozentualen Unterschiede der Stickstoffwerte 
bei gesunden und skorbutkranken Meerschweinchen. 


Tabelle Il. Veranderungen im Stickstoffgehalt der Eiweib- 
fraktionen der Muskeln skorbutkranker Meerschweinchen. 
Stickstoffmengen beim gesunden Meerschweinchen gleich 100 gesetzt. 
Vermehrung ; Verminderung. Nicht eingeklammert die Werte fiir 
K6rpermuskeln, in Klammern die Werte fiir Herzmuskel. 





: ; | Anfangsstadium | 3, Stadium der Skorbutentwicklung 
EiweiBfraktion der Skorbut- ; eae AE TNS 
entwicklung Beginn , Ende 


Albumine + Extraktivstoffe . + 23,2 (—) + 227 (—) + 337 (+ 116) 
Tepe ce ears — 41,7 (—) — 43 (—) — 71 ( 44) 
Myostromin. : .. 20 ees. —23 (—) — 44 (—) 76 ( 28) 
Reststickst off bdets - (—) 82 (—) S1 24) 


Besprechung der Ergebnisse. 


An den Antang der Tabelle I ist die Stickstoffverteilung der Eiweils 
fraktionen eines gesunden Kontrolitieres (Meerschweinchen Nr. 43) gestellt. 
Sodann folgt ein Tier (Nr. 40), welches in der Anfangsperiode der Skorbut - 
entwicklung —- am achten Tage der Skorbuternaihrung? — getétet wurde. 
Bei der Sektion dieses Tieres wurden keine Blutergiisse und keine anderen 
auffallenden Skorbuterscheinungen festgestellt; eine geringe Lockerung de1 
unteren Backenzaihne und beginnende Gewichtsabnahme wiesen trotzdem 
auf beginnenden Skorbut hin. Die nun folgenden Meerschweinchen be 
fanden sich im Endstadium* der Skorbutentwicklung. Alle Tiere sind 
mannlichen Geschlechts. Die Meerschweinchen Nr. 43, 40, 39, 42 und 44 
sind junge gleichaltrige Tiere, die beiden letzten (Nr. 18 und 26) der Tabelle 
sind alte Mannchen (Alter etwa 2 Jahre). Bei den beiden letzteren waren 
die Merkmale des Skorbuts am deutlichsten ausgeprigt; die Sektion des 
Tieres Nr. 26 wurde vorgenommen, als sich bereits Krampfe einstellten. 


Aus den Zahlen der Tabelle I geht deutlich hervor, daB mit dem 
Fortschreiten der Skorbuterkrankung ein Anwachsen der wasserléslichen 
Kiweipbfraktion (ausgedriickt in den Stickstoffwerten des Albumins und 
der Extraktivstoffe) verbunden ist, und zwar sowohl im Muskel der 


' Bei den Kérpermuskeln wurde der Stickstoff nach der Makro- 
Kjeldahl-Methode bestimmt, beim Herzmuskel nach der Halbmikromethode. 

* Heu, Hafer und Mohrriiben, im Autoklaven erhitzt. ’ Eime aus 
fiihrliche Beschreibung des Verlaufs von Skorbut findet sich in unseren 
Arbeiten, diese Zeitschr. 277, 401, 1935 und im 2. Bd. der Arbeiten des Medi 
zinischen Instituts in Archangelsk 1936. 





412 L. D. Kashevnik: 


Hinterbeine als auch im Herzmuskel. Besonders stark ist dieses An 
wachsen bei den Meerschweinchen Nr. 18 und 26 ausgepragt, be 
denen etwa 78 bis 80°, des gesamten Stickstoffs in Form voi 
Albuminen und Extraktivstoff gefunden wurden. 

Vergleicht man die Mengen des .Wyosins (essigsaure Fraktion de: 
Muskeleiweibstoffe) im Verlauf der Erkrankung, so stellt man eine 
Verminderung der Myosine entsprechend der Entwicklung des Skorbuts 
fest. Den bedeutendsten Verlust an Myosinen weisen wieder die Tier 
Nr. 18 und 26 auf, bei denen die Erscheinungen des Skorbuts am stark 
sten ausgeprigt waren. Ebenso laBt sich eine der Skorbutentwicklung 
entsprechende Verminderung der .M yostromine in den Kérpermuskeln 
beobachten. Auch die Fraktion der sog. Resteiweifstoffe, die durch 
Wasser, Sauren und Alkalien nicht extrahiert werden kénnen, ver- 
mindert sich im spateren Stadium der Erkrankung: eine Ausnahme 
bilden die Daten, die sich auf das Anfangsstadium der Skorbutentwicklung 
beziehen. : 

Die Verainderung des Stickstoffs der Eiweibfraktionen im Herz- 
muskel geht beim Skorbut im allgemeinen in demselben Sinne vor sich 
wie in den Kérpermuskeln. Die Menge des Myosinstickstoffs im Herz- 
muskel ist bei allen skorbutkranken Meerschweinchen bedeutend ge 
ringer als beim gesunden Kontrolltier (die Verminderung betragt 44°,,). 

Was die Menge des Myostrommstickstoffs im Herzmuskel bei 
jiingeren Tieren betrifft, so sind unsere Ergebnisse etwas unregelmabig : 
Beim Meerschweinchen Nr. 39 JaBt sich eine Verminderung, beim 
Meerschweinchen Nr. 42 dagegen eine Verméhrung des Myostromins 
feststellen; dagegen stimmt der Myostromingehalt des Herzmuskels 
vom Meerschweinchen Nr. 44 mit dem des Kontrolltieres fast genau 
iiberein. Nur bei den alten Tieren (Nr. 18 und 26) fanden wir eine 
starke Verminderung. ; 

‘ Weiter ergibt sich, daB sowohl im Herzmuskel wie im Kérper- 
muskel die Abnahme des Myosins und Myostromins von einer gleich. 
zeitigen bedeutenden Vermehrung der Albumine und der Extraktiv- 
stoffe begleitet ist. Diese Tatsachen beweisen unbestreitbar, daB bei 
Skorbut ein tiefgehender Umbau der Eiweifstoffe stattfindet, so dab 
diese der Extraktion durch Wasser leichter zuganglich werden. 

Weitere Untersuchungen sollen die Frage lésen, ob wir es beim 
Skorbut mit einem Ubergang der Myosine und Myostromine in Albumine 
oder mit einer weitgehenden Spaltung der Myosine und Myostromine 
zu tun haben. 

Es ist bemerkenswert, daB die Menge des Gesamtstickstoffs im 
Muskelgewebe skorbutkranker Meerschweinchen kleiner ist als beim 
gesunden Kontrolltier, was darauf hinweist, daB das Muskelgewebe 
beim Skorbut an Eiweibstoffen armer wird. 
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Ferner geht aus unseren Befunden hervor, daB in Fallen stark 
ausgepragten Skorbuts im Herzmuskel weniger Eiweils in die wasser- 
lésliche Fraktion iibergeht als in den Kérpermuskeln (der Hinterbeine). 
So vergréBert sich die Menge der Albumine und der Extraktivstoffe 
in den Kérpermuskeln um 337 °,, im Herzmuskel dagegen nur um 116°. 
Ebenso verringert sich die Menge des Myosin-, Myostromin- und Rest- 
stickstoffs in verhaltnismaBig héherem Grade in den Kérpermuskeln 
als im Herzmuskel (s. Tabelle I1). Dies deutet unserer Meinung nach 
darauf hin, daB die EiweiBstoffe des Herzmuskels sich gegen die von uns 
angewandten Reagenzien (Wasser, schwache Saéuren und schwache 
Alkalien) widerstandsfahiger erweisen als die EiweiBstoffe der Kérper- 
muskeln. 

Aus unserer Arbeit geht folgendes hervor: 

1. Der Herzmuskel des Meerschweinchens enthalt mehrMyostromin 


als Myosin. Im Herzmuskel ist mehr Myostromin enthalten als in den 
Kérpermuskeln. Die Kérpermuskeln der Hinterbeine enthalten weniget 
Myostromin als Myosin. Dieses Verhaltnis andert sich fiir die Kérper- 
muskeln auch bei Skorbut nicht. 

2. Mit dem Fortschreiten des Skorbuts vermindert sich die Menge 
des Myosins und des Myostromins sowohl in den Kérpermuskeln als 


auch im Herzmuskel. 

3. Die Myosine und Myostromine des Muskelgewebes skorbut- 
kranker Meerschweinchen gehen in die wasserlésliche N-Fraktion 
iiber, die sich mit dem Fortschreiten des Skorbuts stark vergréBert. 

4. Die EiweiBstoffe des Herzmuskels sind bei unseren Versuchs- 
bedingungen offenbar widerstandsfahiger als die EiweifBstoffe der Kérper- 
muskeln. 

5. Die Menge des Gesamtstickstoffs in den Muskeln skorbutkranker 
Meerschweinchen ist geringer als in den Muskeln gesunder Tiere. 


Literatur. 


1) A.J. Danilevskij, zit. nach Kurajev, Dissertation St. Petersburg, 
1896. — 2) Sselichovskij, ebenda. 3) Kurajev, ebenda. —- 4) M.D. 
Iljin, Die organisierten EiweiBstoffe der Muskelfaser. Dissertation St. 
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Physiol. Zeitschr. d. USSR. (russisch) 19, Heft 5, 1935. 12)L.D. Kashermik, 
Bull. exp. Biol. u. Med. B. 2, H. 2, Moskau 1936. 





Dehydrierungen durch Fusarium lini Bolley. 
14. Mitteilung zum Mechanismus der Enzymwirkung '. 
Von 


0. T. Rotini (Mailand), Else Dammann und F. F, Nord. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 20. Oktober 1936.) 


Vor einiger Zeit konnte unter anderem nachgewiesen werden®, dali 
die Garleistung von Fusarium lini Bolley (F1B.) auf Leinsamen geziichtet 
und in Abwesenheit von anorganischem Phosphat wesentlich herab 
gesetzt wird, um spater nach erfolgter Nachgabe von anorganischem 
Phosphor durchweg das Ausmaf der normalen Kohlensaure-Tagesleistuny 
zu erreichen, ohne* daB auch nur eine Spur einer meBbaren Phosphory- 
lierung festzustellen gewesen ware. Die Regeneration der Garfahigkeit 
war jedoch von morphologischen Veranderungen des Zellsystems be- 
yleitet, aus welchen hervorging, daB der zugesetzte anorganische 
Phosphor fiir den Zellneubau bzw. die Pufferung der Zelle von Be- 
deutung ist. 

Mit Riicksicht auf die in mehreren Beziehungen ausgepragte Ver- 
gleichbarkeit des Stoffwechsels von Hefe, Thermobacterium mobile 
Lindner und FIB. haben wir uns nunmehr, dem Studium der De 
hydrierungsleistungen des letztgenannten Systems zugewandt, zumai 
der Mechanismus dieses Vorganges bzw. die Entstehungsweise de: 
Kohlensaure bisher ungeklirt war. 


Ziichtete man FIB. auf athylalkohol- oder’polyvinylalkoholhaltigen® 
Nahrbéden, so konnte das Durchlaufen der Essigsdurestufe jederzeit 
nachgewiesen werden, und es entstanden unter unseren Versuchsbedin 
gungen annahernd 35 bis 40° der theoretisch méglichen Menge an 
Kohlensiure. Die Essigsiure mu demnach den Knotenpunkt zu allen 
folgenden Dehydrierungen darstellen, und wir haben sie sowohi als 
Saure als auch als Natrium- bzw. Calciumsalz zur Erforschung de! 


weiteren Umwandlungen herangezogen. 

LaBt man FIB. auf einem Nahrboden wachsen, dem als einzige 
Kohlenstoffquelle Essigsiure oder essigsaure Salze zugefiigt werden, so 
kann als erstes Dehydrierungsprodukt die von Thunberg? gefordert: 


' 13. Mitteilung diese Zeitschr. 285, 241, 1936. —- ? Ebenda und Natu: 
wiss. 24, 297, 1936. — * Skand. Arch. f. Physiol. 40, 1, 1920; Natw 
wiss. 10, 417, 1922. 
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Bernsteinsaure nachgewiesen werden. Nicht gelungen ist uns bisher 
der Nachweis, ob zum Teil auch eine direkte Oxydation der Methyl- 
gruppe der Essigsaure und das Durchlaufen der Glykolsaurestufe statt- 
hat, wie dies bei Aspergillus niger von Challenger, Subramaniam und 
Walker? hbeobachtet wurde. Nachdem der Ablauf biochemischer Re- 
aktionen qualitativ grundsatzlich vom vorhandenen Enzymsystem und 
kinetisch insbesondere bei ineinander greifender Reaktionsfolge? von 
der langsamsten Teilreaktion abhangig ist, ist die Isolierung bzw. 
voribergehende Anhaufung der Bernsteinsiure, wenn auch wir ihre 
Entstehung auf der Grundlage 
COOH 


CH,COOH CH, 


CH,COOH CB, 
COOH 


annehmen, der Beweis, das diese Reaktion den raschesten ‘Teilvorgany 
(im Vergleich zu den nachfolgenden Reaktionen) in der Kette darstellt. 
Es bleibt jedoch zu beachten, da die Bernsteinséure bisher nur in 
Ansatzen von px 5,5 bzw. 7,5 in einer Ausbeute von 4 bis 8°4, nicht aber 
in einem Reaktionsmilieu von px 6,8 aufgefunden wurde. 

DaB aber neben der geringen Menge isolierter Bernsteinsiure noch 
eine ,. Transportform‘‘* dieser Verbindung fiir das Durchlaufen weiterer 
Zwischenstufen vom Alkohol bis zur Entstehung der Kohlensaure mit- 
verantwortlich sein muB, ging bereits aus friiheren Uberlegungen hervor. 
Es war daher auch mit Riicksicht auf den Reaktionsablauf im neutralen 
Milieu erforderlich, nach weiteren Stabilisierungs- bzw. Ansammlungs- 
produkten in der Reaktionskette zu fahnden. 

In Ubereinstimmung mit dem in der Literatur + vorliegenden Uber- 
legungs- und gesicherten Versuchsmaterial kann zunichst eine weitere 
Dehydrierung der Bernsteinsaure iiber die Fumarsaure zur Apfelsiure 
fiihren, wobei zu beachten bleibt, daB bei Verwendung 4lterer Pilz- 
decken die entstandene Bernsteinsaure aus dem Reaktionsgemisch nach 
etwa 4 Tagen, bei neuen Decken nach etwa 10 Tagen wieder verschwindet. 
Die Apfelsiure selbst stellt den Verzweigungspunkt fiir den weiteren 
Reaktionsverlauf dar. Sie kann a) nach erfolgter Decarboxylierung 
zur Milchséure und b) nach einer Dehydrierung als Keto-Oxalessigsiure 
zur Brenztraubenséure und als Hnol-Verbindung zur Weinsaure fiihren. 


1 J. Chem. Soe. 1927, 200, 3044. > FF. Blackman, Ann. of Botany 
19, 281, 1905; #. F. Nord, Protoplasma 21, 117, 1934. 3 F.F. Nord, 
Science 65, 474, 1927; Ergebn. d. Enzymforschung 1, 94, 1932; H. W% 
land, Helv. chim. Acta 15, 521, 1932. * R. Sonderhof/, Ergebn. d. 
Enzymforschung 3, 163, 1934: K. Bernhauer, ebenda 3, 216, 1934. 
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Die vollstandige Phasenfolge der Dehydrierung des Alkohols 
mittels FIB. bis zur Kohlensaéure kann demnach derzeit in folgende: 
Weise veranschaulicht werden: 

+ Os 
a) (gH,OH —-—> H,0+CH,.COOH, 
—H, 
b) 2CH;,COOH —— > COOH.CH,.CH,.COOH, 
H, 
ec) COOH.CH,.CH,.COOH —-—» COOH.CH:CH.COOH, 
+ HO 
d) COOH.CH:CH.COOH —=+ COOH.CH,.CHOH. COOH, 


Yo 


e,) COOH.CH,.CHOH.COOH ——3 CH,.CHOH. COOH. 
eg) 2COOH.CH,. CHOH. COOH 
= COOH .CO.CH,. COOH + COOH. COH: CH. COOH 
y 


— CO, + H,0 


CH; COOH 
| 
" Con 
COOH me 
OH 
COOH 

AuBer Nachweis und [solierung der Essigsaure bzw. Bernsteinsaéure 
bei der Dehydrierung von Alkoholen mit Hilfe des Enzymsystems 
von FIB. konnten als Stabilisierungsprodukte inaktive Milchsaure quali- 
tativ und Weinsiure quantitativ festgestellt werden. Abgesehen von 
alteren Angaben iiber die Bildung von i-Milchséiure aus organischen 
Sauren durch Schimmelpilze! steht unser Befund in guter Uberein- 
stimmung mit Beobachtungen von F. Ehrlich? iiber die Entstehung 
von Milchséure (aus Zucker) durch Rhizopusarten. Andererseits ist 
die Entstehung von Weinsaéure aus Fumar- oder Apfelsiure gut vor- 
stellbar. 

Soweit aus der noch weiterzufiihrenden Untersuchung bisher hervor- 
geht, besteht demnach eine begrenzte Ubereinstimmung mit den Be- 
funden von Chrzaszcz und Tiukow*. Wir haben aber bei unseren Ver- 
suchen von Eingriffen in das Getriebe zunaichst abgesehen, um die 
Abstimmung der enzymatischen Reaktionsfolge nicht zu st6éren und 
um die unphysiologische Anhaufung von Ubergangsprodukten nicht zu 
erleichtern’. Jiingst aufgetauchte cigenartige miBverstandliche Uber- 
zeugungen, nach welchen z. B. jedes Zwischenprodukt in der lebenden. 
Zelle ebenso rasch wieder umgesetzt witd wie es entsteht, werden diesen 
experimentellen Befunden entsprechend zu werten sein. 

' Biochem. Handlexikon 1/2, 1060, Berlin 1911. * Ber. d. Deutsch 


chem. Ges. 52, 63, 1919. 3 Diese Zeitschr. 229, 355, 1930. - 4 Vel 
FF. Nord, Naturwiss. 24, 763, 1936. 
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Der eine von uns (QO. 7’. Rotind) ist der Fondazione Volta della Reale 
Accademia d'Italia, Roma, und die andere (Else Dammann) der deutschen 
Forschungsgemeinschaft bzw. der I. G. Chemikerhilfe fiir die Erteilung 
eines Stipendiums zu grobem Dank verpflichtet. Die Untersuchung wurde 
durch Mittel der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft geférdert. 
fiir die auch an dieser Stelle gedankt sei. 


Auszug aus den Protokollen. 
a) Nachweis und Bestimmung der Essigsdure. 

Wie bereits mitgeteilt wurde, ist FIB. imstande, Athylalkohol bzw. 
Polyvinylalkohol unter Bildung von Kohlenséure zu dehydrieren, und 
zwar entstehen annihernd 35 bis 40°, der theoretisch méglichen Menge 
an CO,. Im Verlauf des Abbaues lieB sich das Durchlaufen der Essig- 
saurestufe mit Hilfe der Essigesterprobe nachweisen. Um die entstandene 
Essigséure als Silbersalz zu isolieren, wurden fiinf Ansitze mit je folgender 
Nahrlésung gemacht: 

Auf 100cem H,O 0,02 g¢ Asparagin, 0,08 g MgSO,.7H,O, 0.4¢ 
KH,PO, + 0.4g C,H,OH + 0,1 g¢ CaCO,. pu 6,0. 

Nach dem Sterilisieren wurde jeder der Ansatze mit 20 mg Trocken- 
praparat geimpft und 8 Tage lang im Brutschrank bei 28° aufbewahrt. 
Darauf wurden die Versuchslésungen mit H,SO, kongosauer gemacht und 
der Wasserdampfdestillation unterworfen. Die Destillate wurden mit 
n/10 KOH gegen Phenolphthalein titriert. Die gefundenen und titrierten 
flichtigen CGesamtsauremengen betrugen: 


Versuch 5 eine canis ait dea: ag id 'srm kei ae 


18.0 

19,8 

13,8 

be nae 

64,2 mg 
die auf Essigsiure umgerechnet 117,4 mg Ag entsprechen wiirden. Diese 
Menge entspricht ungefaihr 2,5°, des theoretisch Méglichen von aus 
Alkohol gebildeter Essigsaure. 

Die vereinigten Destillate wurden auf dem Wasserbad zur Trockne 
eingedampft, mit ganz wenig Wasser aufgenommen, filtriert, mit ver- 
diinnter Salpetersiure neutralisiert und das Silbersalz mit Silbernitratl6sung 
ausgefallt. Es fiel ein weiBer, flockiger Niederschlag von Silberacetat, der 
99,8 mg Ag enthielt. Das entspricht 54,4 mg CH,COOH. 

Um die Dehydrasenwirkung von FIB. weiter zu verfolgen, wurden 
Wachstumsversuche mit Essigsiiure als Substrat angestellt. Dabei ergab 
sich, das die optimale Wachstumskonzentration 0,036°% CH,COOH, 
bezogen auf die Nahrlésung, lag. Auf einer 0,1°, CH,COOH-haltigen 
Nahrlésung wuchs FIB. sehr langsam, auf einer 0,6°% CH,COOH ent- 
haltenden Nahrlésung war iiberhaupt kein Wachstum zu beobachten. 

Als Endprodukt bei der Essigsiuregaérung erhalt man Kohlensaure. 
Die entbundene CO, wurde wie iiblich bestimmt, und es zeigte sich, dab 
schlieBlich die gesamte CH,COOH zu CO, oxydiert wurde. 

Zu den Versuchen wurde folgende Nahrlésung verwendet: 50 cem H,O, 
0,01 g Asparagin, 0,04 g MgSO, . 7 H,O, 0,2 g KH,PO,, 18 mg CH,COOH 

0.3 cem n CH,.COOH. py 5,7. 
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Nach dem Sterilisieren wurde a) mit Trockenpraparat, b) mit Sporenl6suny 
und c) mit Leinsamenmycel geimpft und die Ansatze bis zum Aufhéren de; 
CO,-Entwicklung im Brutschrank bei 28° aufbewahrt. 

Aus 18mg CH,COOH kénnen theoretisch 26,4mg CO, gebilde: 
werden, wenn der ganze Kohlenstoff zu Kohlensaure oxydiert wird. 


Doppelversuche mit CH,COOH Doppelversuche mit CH,COOH 
vom 15. Mai. Impfmaterial: vom 12. Juni mit Leinsamen 


Leinsamenmycel. mycel. 





Versuch I Versuch II Versuch | Versuch IT 


13,2 mg CO, 15,4 mg CO, 5. VIL. BSmg CO 11,0 mg C0, 
ee | 5 a Eee” 
ee / 5 a VL ae 4,4 


28,6 mg CO, |26,4 mg CO, 19.8 mg CO, 24,2 mg CO. 


b) Nachweis und Bestimmung der Bernsteinsdure. 


Die tir diese Versuche verwandten Pilzdecken wurden besonder- 
geziichtet. Die Zusammensetzung der Nahrlésung war: 1000 cem H,0O. 
10g Kartoffelstarke, 2g Glucose, 0,2 g Asparagin, 1,25 g K,HPO,, 0,75 ¢ 
MgSO, .7H,0. 

Die Nahrlésung wurde dreimal, wie friiher angegeben, sterilisiert, 
geimpft und im Brutschrank bei 28° mehrere Tage lang aufbewahrt. Nach: 
Beendigung des Wachstums wurden die Decken! mit einer 1 °,igen sterilen 
Kochsalzlésung gewaschen und in die: Versuchskolben iibertragen. 


1. Versuche mit Calciumacetat. 


Die Nahrlédsung A enthielt: 0,2°, K H,PO,. 0.3% NaCl, 0,01 °,, 
MgSO, .7H,0, 0,1% NH,NO,. 

Zu je 500 cem dieser Nahrlésung wurden 25 g Eisessig und 20 g¢ CaCO 
gegeben; Pu 5,5. 

Vor und nach dem Einfiihren der Pilzdecke wuade mit Hilfe der Deniqges 
Reaktion*® auf Bernsteinsiure gepriift. Der Nachweis fiel negativ aus. 
nachdem die Essigsiure nach Anséiuern mit H,SO, (Kongo) abgedampft 
und der Riickstand wiederholt mit Wasser aufgenommen wurde. Wahrend 
eines Wachstums von 10 Tagen veranderte sich der py von 5.5 auf 5.7 
Die Reinheit der Kulturen wurde fortgesetzt kontrolliert. 


2. Versuche mit Natriumacetat. 


Die Nahrlésung B enthielt: In je 500 cem Wasser 0,1 g Asparagin, 
0.4¢ MgSO,.7H,0O, 0,5g KH,PO,, 20g Na-Acetat: py = 6,8. 

Die Nahrlésung C enthielt die gleiche Zusammensetzung, war jedoc) 
dureh Hinzufiigen einer Sérensen-Phosphatmischung auf py 7,5 gepuffert. 

Die Aufarbeitung des Ansatzes A erfolgte nach 6, der Ansatze B und ( 
nach 10 Tagen, nachdem die Entstehung bzw. das Verschwinden der Bern 
steinsiure taglich bzw. stiindlich kontrolliert wurden. Bei Ansatz B wa: 


! Butkewitsch u. Fedoroff, diese Zeitschr. 207, 302---318, 1929. 


2 Bull. Soc. de Pharmacie de Bordeaux [74], 1, 12, 1936. 
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keine Bernsteinsaure nachzuweisen. Die Ansitze A und C wurden unter 
Anwendung von 4 bis 5 Wochen alten, besonders geziichteten Pilzdecken 
wiederholt. Hierbei konnte die vollstandige Umsetzung der Bernsteinsaure 
bereits nach 3 bis 5 Tagen dureh den Austfall der Denigés-Reaktion nachge- 
wiesen werden. 

Zur Identitizierung der Bernsteinsiure wurde das Wachstum der 
Kulturen unterbrochen, die Suspensionen mit H,SO, kongosauer gemacht, 
filtriert, von der Essigséiure befreit und auf ein kleines Volumen eingeengt. 
Der Riickstand wurde wiederholt mit Ather aufgenommen und nach dem 
Abdampfen des Athers der Atherriickstand aus Wasser umkristallisiert. 
Schmelzpunkt der Kristalle 182,5°, der sich nach der Mischprobe mit einem 
kéiuflichen Praparat nicht geindert hat. 

Zu beachten ist, daB die Empfindlichkeitsgrenze der Denigés-Reaktion 
auf Bernsteinsaure bei 10 mg liegt. Die Vergleiche wurden auf dieser Grund- 
lave in den eigenen Ansatzen kolorimetrisch ausgefiihrt. 


c) Nachweis der Weinsdure. 

Nach dem Verschwinden der Bernsteinsaure kann die Denigés-Reaktion 
auch zum Nachweis der Weinsiure, wie oben angegeben, herangezogen 
werden. Zur Trennung und Isolierung von etwa vorhandenen verwandten 
Stoffwechselprodukten wurde die Weinsiure nach dem Vorgehen von 
Jorgensen bestimmt. Die Endtitration mit n/5 NaOH ergab im Ansatz A 
3 mg Weinséure als saures Kaliumtartrat. 


d) Nachweis der Milchsdure. 


Der Nachweis der Milchséure in den Ansatzen A und B wurde mit 
Hilfe der Reaktion von Hopkins und Fletcher? mit Thiophen gefiihrt. Die 
sichtbaren Kristalle zeigten die sie kennzeichnende Fliichtigkeit und starke 
Hygroskopizitat. Ihre Menge reichte jedoch zur Uberfiihrung in das Zinksalz 
nicht aus, und ihre Lésungen zeigten wie erwartet — - keine optische 
Aktivitat. 

Zusammenfassung. 


Die Dehydrierung von Alkoholen durch FIB. fiihrt tiber die Essig- 
saure und Bernsteinséure einerseits zur Milchsiure, andererseits zur 
Weinsiure. Hierdurch ist auch die Entstehung der Kohlensaure als 
Folge einer, in eine funktionell zusammengehérende Dehydrasenkette 
eingreifende Decarboxylierung (vgl. Phasenfolge auf S. 416) ohne weiteres 


versténdlich. 

FIB. stellt somit ein Enzymsystem dar, das neben Zymasen und 
Phosphatasen auch Dehydrasen enthalt. Es vereinigt in sich alle Lei- 
stungen der Hefenzelle, vergart und phosphoryliert Pentosen und ver- 
mag dariiber hinaus, im Gegensatz zum Hefensystem, ohne Veranderung 
der Zellinhaltsstoffe, eine kraftige Dehydrierungstatigkeit zu entfalten. 
{s stellt auBerdem ein dankbares Objekt zum Studium von morpho- 
logischen Veranderungen dar, die mit den oben erwahnten biochemischen 


1 Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 138, 241, 1907; 17, 
396, 1909. > J. of Physiol. 35, 308, 1907. 
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Leistungen zun, Teil isochron verlaufen und die Fehldeutungen, wie sir 


vielfach bei der Erforschung des Mechanismus der Hefenenzymwirkungen 


vorgekommen sind, verhindern!. 


' Aus den Ausfiihrungen von Miss Macfarlane (Biochem. J. 30, 1370, 


1936) ist zu entnehmen, daB sie fiir ihre Versuche eine frisch geerntete Hefe 
verwendet hat, die vermutlich auf dem iiblichen anorganischen P-haltigen 
Nahrboden geziichtet wurde. Ein groBer Teil unseres FIB. wurde dagegen 
auf Leinsamen (P-frei) geziichtet und fiir die weiteren Versuche ebenfalls 
in Abwesenheit von anorganischem P verwendet. Der Zweck des Hinweises 
(S. 1378) ,,. .. that a change in the phosphorus distribution during glycolysi- 
in organisms or tissues less favourable in this respect may be so small in 
amount as to lie within the experimental error, especially if inorganic 
phosphate is added to the medium” ist daher nicht einzusehen, besonders 
wenn man auBerdem z. B. das unterschiedliche Verhalten von Xylose und 
Arabinose in Gegenwart von anorganischem P in unseren Versuchen in 
Betracht zieht. 

Unklar bleibt tiberdies in diesem Zusammenhang die Bemerkuny 
Nord et al... do not take into account the possibility that during glyco 
lysis by living cells a change in the P distribution may be internal and not 
external to the cell’*, obwohl wir die (innere) Regeneration der Zelle, nach 
erfolgter Nachgabe von anorganischem P biochemisch festgestellt und 
morphologisch nachgewiesen haben. 

Von groBem Interesse sind auch die jiingsten Feststellungen Thunbergs 
(Skand. Arch. f. Physiol. 74, 12, 1936), der auf Grund seiner Versuche ent 
schieden ausschlieBt, daB die Starkestoffe, ehe sie als Wasserstoffdonatoren 
auftreten, hydrolytisch gespalten und phosphoryliert werden. 

Enzymologische Untersuchungen mit FIB. sind bisher auf dem Kontinent 
nicht ausgefiihrt worden. Ob also Bemerkungen: zu unseren Ergebnissen 
und SchluBfolgerungen angebracht sind, aus welchen, statt Tatsachen, mit 
Sicherheit lediglich ein Mangel an Erfahrung und Unkenntnis der Zell- 
inhaltsstoffe von FIB. hervorgehen, mége dahingestellt bleiben. (Vg. 
A. Schafiner u. F. Krumey, Zeitschr. f. physiol. Chem. 248, 157, 1936.) 





Untersuchung des enzymatischen Abbaus von Polyvinylalkohol. 
Von 
Else Dammann, F. E. M. Lange, M. A. Bredig und F. F. Nord. 
(Eingegangen am 24. Oktober 1936.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Nach unseren bisherigen Kenntnissen kommen fiir den Ablauf von 
Polymerisationsvorgangen zwei Hauptmechanismen in Frage. Die 
Polymerisation kann a) unter Ringbildung zustande kommen und 
b) durch Entstehung von langen Ketten gekennzeichnet sein. 

Bei biologischen Vorgangen haben Grenzflichenreaktionen eine 
besondere Bedeutung, wei! hier die Molekiile in bestimmter Orien- 
tierung aufeinander einwirken kénnen, wodurch die Entstehung eines 
kettenformigen Aufbaus in entsprechender Gliederung erfolgen kann. 

Der Gedanke war daher sehr verlockend und eigentlich naheliegend, 
einerseits den enzymatischen Abbau eines synthetischen, hochpolymeren 
Stoffes zu studieren, der aus verhiltnismaBig nicht sehr ungleichen 
Teilchen aufgebaut ist; andererseits aber den Verlauf der biochemischen 
Umwandlung gleichzeitig mit solchen physikalischen Methoden zu ver- 
folgen, die uns womdéglich weitere Hinweise auf die Konstitution der 


Ausgangs-, Intermediaér- und Abbauprodukte bzw. auf die etwaigen 
strukturchemischen Folgen und die strukturchemische Stelle eines 
enzymatischen Angriffs bieten. 


Nachdem kiirzlich festgestellt wurde!, daB der Polyvinylalkohol 
(PV.) mit Hilfe des Enzymsystems von Fusarium lini Bolley (F1B.) unter 
Kohlensdiureentbindung glatt dehydriert werden kann, war es selbst- 
verstandlich, die Koordinierung der biochemischen Umwandlung einer- 
seits und die Messung der Diffusionsgeschwindigkeit bzw. die Be- 
stimmung des réntgenographischen Verhaltens andeterseits an diesem 
wichtigen synthetischen Stoff vorzunehmen, dem die Struktur einer 
Ketose und die Stellung zwischen Zucker und Starke zugewiesen 
wird!. Nach Staudinger? soll der PV. folgendes Geriist besitzen: 

HC=CH,,... —CH—CH,—(CH—CH,, —CH—CB,- 


| | | 
OH OH OH OH 


Es fehlen ihm demnach, im Gegensatz zur Proteinsubstanz, die 
saurebindenden Gruppen; fiir die Quellbarkeit und Léslichkeit des 


! Diese Zeitschr. 285, 266, 1936; hier auch weitere Literatur. (Vgl. die 


voranstehende Mitteilung.) -— * Die hochmolekularen organischen Ver- 
bindungen, S. 40, Berlin 1932. Vgl. auch Curme jr. u. Douglas, Ind. and 


Eng. Chem. 28, 1123, 1936. 
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PV. in Wasser diirften die Dipolkrafte der OH-Gruppen dieses Stoffe 
verantwortlich sein. Er kann nach Eléd und Schachowskoy' auch geger}' 
werden. 

Die Versuche bzw. Messungen wurden im hygienischen und physikatlisch 
chemischen Institut der Universitat Berlin bzw. im Centrallaboratorium de) 
Bayerischen Stickstoffwerke A.-G. ausgefiihrt. Fiir die freundliche EF) 
laubnis zur Benutzung der Institutseinrichtungen sei den Herren Professoren 
Zeiss, Bodenstein und Franck und fiir die Férderung der Arbeit der Not 
gemeinschatt der Deutschen Wissenschaft, dem Reichskuratorium fii 
Technik in der Landwirtschaft, der I. G. Chemikerhilfe und der IL. G. 
Farbenindustrie A.-G., Werk Héchst, verbindlichst gedankt. 


KinfluB der fraktionierten enzymatischen Dehydrierung auf die Diffusions- 
geschwindigkeit von Polyvinylalkohol. 

Es wurden 2° ,ige eigenelektrolytfreie PV.-Lésungen, welche als 
Nahrsubstanzen 0,02% Aspa:agin, 0.08% MgSO,.7H,O und 1,5°, 
KH,PO, enthielten, der fraktionierten Dehydrierung durch FIB. 
unterworfen und die durch den enzymatischen Angriff méglicherweise 
hervor gerufene Verainderung der Diffusionsgeschwindigkeit des PV. 
mit Hilfe der Northrop-Zelle gemessen. 

Bei einer PV.-Urlésung und bei Lésungen, auf welche 5 bzw. 11 
oder 21 Tage lang bei 28° die dehydrierenden Enzyme von .FIB. 
(Trockenpraparat) eingewirkt haben, wurden in unseren Zellen* die 
Diffusionsgeschwindigkeiten des jeweils in der Lésung zuriickgeblie- 
benen PV. untersucht. Je ein Teil dieser enzymatisch angegriffenen 
Lésungen wurde bei 17° 2 Stunden lang gefroren, und nach dem 
Auftauen bei Zimmertemperatur auch hier die Diffusionsgeschwindig- 
keit des PV. gemessen. 

Die Thermostatentemperatur betrug stets 25,90 bis 26,00°. Die Kon 
zentrationszunahme des PV. in der Becherfliissigkeit, welche die Nahr 
substanzen stets in der gleichen Konzentration wie die PV.-Lésungen 
enthielt, wurde interferometrisch bestimmt. Die benutzte Zelle besaB eine 
Porenweite von 0,015 bis 0,04.:mm. Es war eine Schottsche Diffusionszelle 
mit der Bezeichnung G 3 als Kennzeichnung fiir die Porenweite. Die Zell 
konstante wurde vor und nach den Messungen mit n/10 KCl-Lésung be- 
stimmt und erwies sich als waihrend der Messung unverandert. Unter 
Zugrundelegung des Wertes D = 1,631 fiir den Diffusionskoeffizienten von 
n/10 KCl bei 25° (Landolt-Bérnstein, ITI. Erganzungsband) ergibt sich aus 
den Diffusionsmessungen mit n/10 KCl eine Zellkonstante / 0,232 35 


Berechnung der Zellkonstante. 
Temperatur des Thermostaten: 25,90 bis 26,00°. 
Dy 2 
Dog ed 1,67. 
(1 + 3 (25—26) ) 


1 Kolloidzeitschr. 72, 67, 1935. 2 Val. diese Zeitschr. 278, 173, 1935. 
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p 0,0235 nach Oholm'!. Interferometerwert: 102. Eichwert des Inter 
ferometers fiir n/500: 92. Dauer der Diffusion: ¢ 45 Min. ioe Tag. 
YW, > 102 . 32 — 
-- 1.57 . . 0.2325. 
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Die Dauer der Diffusion betrug bei unseren Versuchen 75 Minuten nach 
einer Vordiffusion von 30 Minuten, wahrend welcher der in der Membran 
befindliche PV. aus der Membran herausdiffundierte. 


ae 


Wie aus der folgenden Tabelle zu ersehen ist, sind die Interferometer- 
werte, deren GréBe als MaB fiir die Konzentrationszunahme im Becher- 
glas angesehen werden muB, einander gleich. 


Tabelle I. Konzentrationszunahme des Polyvinylalkohols 


Becherglas. 





Dauer der Dehydrierung: 0 Tage 5 Tage 11 Tage 21 Tage 


Ungefroren. . . . . 69 7 69 69 
Sg i 67 6; 53 62 
In der Annahme, daB die Dehydrierung die Konzentration des PY. 
nur unmeBbar anderte, d. h. daB das Gesamtgewicht des in Lésuny be- 
findlichen unveranderten PV. sich nur unwesentlich verringert hat, folgt 
aus der obigen Tabelle, daB die Diffusionsgeschwindigkeit dieselbe ge- 
blieben ist?. Aus der Kohlensiuremenge, die bei der Dehydrierung ent- 
steht, kann die verschwundene Menge PV. errechnet werden. Auf Grund 
der Bestimmung der Kohlenséiuremengen, welche bei spiteren Versuchen 
mit gleichen Mengen PV.-Lésung und unter gleichen Bedingungen aus- 
gefiihrt wurden, kann man vereinfachend annehmen, dab bei den obigen 
Versuchen die Konzentration des PV. praktisch die gleiche geblieben 
ist. Unter dieser Annahme und unter Benutzung der Interferometer- 
eichtabelle fiir PV. (Tabelle II) ergibt die entsprechend unserer 
friiheren Arbeit (1. c.) ausgefiihrte Berechnung die folgenden Diffusions- 
koeffizienten (Tabelle ITT). 


' Zeitschr. f. physik. Chem. 60, 332, 1905. 2 In guter Uberein- 
stimmung mit diesen Angaben steht der Befund der IL. G. Farbenindustrie 
A.-G., Werk Hochst, daB die dort gleichzeitig gepriiften abgebauten L6 
sungen keine Viskositaétsunterschiede zeigten (Privatmitteilung). Die 
Kigenviskositat einer anderen Lésung, deren PV.-Gehalt auf enzymatischem 
Wege um 40°, (berechnet aus dem Kohlensaureverlust, der bei 50 cem 
einer 0,5 °% igen PV.-Lésung nach 6 Wochen 209,0 mg betrug) vermindert 
war, behielt die gleiche GréBe wie das Ausgangsmaterial. Der Trocken- 
gehalt war gegeniiber den 6 bis 19 Tage abgebauten (vgl. S. 427) um 
38%, gesunken. Die Ubereinstimmung der Ergebnisse der Viskositats- 
bestimmungen und der Diffusionsmessungen ist befriedigend angesichts des 
relativen Anstiegs der Menge der iibrigen unangreifbaren Festsubstanzen. 
Der uns von der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Héchst, zur Verfiiguny 
gestellte PV. besa einen Polymerisationsgrad von 300. 


Biochemische Zeitschrift Band 288. 





424 I. Dammann, F. BE. M. Lange, M. A. Bredig u. F. Ff. Nord: 


Tabelle Il. Eichtabelle. 





Interferometerwerte : 663 255 188 a) 62 


P’V.-WKonzentration .. 0,1 % 0,04 °,, 0,03 2), 0,015 %, 0.01% 


Tabelle If]. Diffusionskoeffizienten des PY. 





Dauer der Dehydrierung: 0 Tage 5 Tage 11 Tage 21 Tage 


Ungefroren. . . .. 0,248 0,256 0.248 0.248 

SpA RS aS apa 0,241 (0,223 0,191 0,223 
Man erkennt, daB in der angegebenen nahrsalzhaltigen Lésung det 
enzymatisch angegriffene PV. durch Kryolyse stets Aggregation erleidet. 


Die Kryolyse beim Polyvinylalkohol. 

Der KinfluB der Kryolyse auf die Diffusionsgeschwindigkeit des 
unangegiiffenen PV. wurde bei einer 2° igen elektrolytfreien wasserigen 
Losung und bei einer 0,2° igen ebenfalls salzfreien wasserigen Lésung 
untersucht. Die Proben wurden 2 Stunden bei verschiedenen Tem- 
peraturen gefroren. Die benutzten Zellen hatten die Zellkonstanten 
A 0,2325, k O,2175. 


32 


3l 
Tabelle IVa. Diffusionskoeffizienten von gefrorenen und. un- 
gefrorenen Polyvinylalkohollésungen. 


Konzentration: 2°). Diffusionszeit: 6 Stunden. 





Ditfu- ‘ Inter- Diffu- ‘ Inter- 

Gefrier- sions- — fero- Gefrier- - sions- — fero- 
temperatur koefti- atanke meter- temperatur koefti- stante meter- 
zient . wert zient F wert 


| ingefre ren 0.0855 s 114 78° 0.1065 ks, 142 
0.0953 sk. 136 17 | 009538 kee «186 
O,O855 a6 122 - 5 * (0975 ks, 140 


” 





Tabelle IVb. 


Konzentration: 0,2°). Diffusionszeit: 22 Stunden. 





Diffu- Zell- Inter- Diffu- wo Inter- 
Gefrier- sions- bans fero- Gefrier- sions- c fero- 
temperatur koefti- ehanite meter- temperatur koeffi- tv meter 
zient , wert zient : wert 


Ungefroren —0,0552 ks) 27 — 17° 0,0573 - 28 
0,0554 kgo 29 —17 0,0573 ky 30 


7x0 0.0491 ke 24 rome 0,0592 kzy 31 
31 : 





Die Diffusionsgeschwindigkeit nimmt bei hohen Konzentiationen 
durch das Gefrieren zu, bei niediigen Konzentrationen bleibt sie nahezu 
konstant. Offenbar handelt es sich hier um dieselbe Erscheinung wie 
bei der Polyacrylséure!. Die Substanz geht erst allmahlich aus einem 
yequollenen in einen mehr gelésten Zustand iiber. 


' FF. Nord, Naturwiss. 24, 484, 1936. 
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Messung der Diffusionsgeschwindigkeit von dehydriertem und 
unverindertem Polyvinylalkohol. 

Die Zellkonstante der verwendeten Zelle war k 0.1645 (Interfero- 
meterwert: 146). Sie ist iibereinstimmend mit den friiheren Zellkonstanten- 
bestimmungen mit n 10 KCI bestimmt worden. Die Anfangskonzentration 
des PV. betrug bei allen Proben 1 °,, die Nahrsalzkonzentration war dagegen 
die gleiche wie bei den 2° igen PV.-Lésungen der friiheren Diffusions 
versuche an Lésungen von dehydriertem PV. 


Die Diffusionsmessungen ergaben folgende Interferometerwerte: 


Tabelle V. 





Inter- Inter- 
-robe Abbat , -robe bb: 
Pre A . ferometer- Prob Abbau ferometer- 


Nr 0 wert Nt 0), wert 


6.5 58 30 Min. 47 30° Min. 
47 30 . 53 68 , 
33 240 29 20 Sta. 


50 30. Cy, nicht de- 44 30 Min. 
53 63, bydriert 46 63 Cy, 
59 20 Std. 35 20 Std. 





Von den Interferometerwerten ist der O-Weit 28 abzuziehen. 


Die Nahrlésung hatte dieselbe Nahrsalzkonzentration wie die PY.- 
Lésung, wie aus folgenden interferometrischen Priifversuchen hervorgeht : 
9.5c¢em Nahrlésung + 0,5 cem nichtdehydrierter PV., entsprechend 
320 Interferometerteilen, 
Nahrlé6sung + 0,5 cem dehydrierte Probe 3, entsprechend 360 
Interferometerteilen, 
Nahrl6sung + 0,5 cem dehydrierte Probe 2, entsprechend $27 
Interferometerteilen. 
Diese Lésungen von PV. ~— Nahrsalze (Kammer links) wurden mit der 
reinen Salzl6sung (Kammer rechts) verglichen. 

Rechnet man diese Interferometerteile als PV.-Konzentrationen, so 
findet man, dai die verwendeten Lésungen etwa 1°, PV. enthielten. 

Die Minuszeichen in obiger Tabelle bedeuten, dai der Brechungs 
koeffizient der Becherfliissigkeit abgenommen hat. Dies ist nur dadurch 
zu erklaren, daB mehr geléster Stoff aus dem Becherglas in die Zelle ge- 
wandert ist als umgekehrt. Vor dem ersten Heruntersetzen des Bechers 
war die Zelle oberhalb der Membran mit Wasser abgespiilt worden. Die an 
der Membran hangende nahrsalzhaltige PV.-Lésung wurde hierbei verdiinnt 
und sofort mit Filtrierpapier entfernt. Bei dem darauffolgenden Becher- 
wechsel wurde der an der Membran hingende Tropfen mit einem Glasstab 
entfernt. SchlieBt man unwahrscheinlich erscheinende Versuchsfehler aus, 
so gestattet dieses Ergebnis allerdings nicht die Berechnung irgendwelcher 
vergleichbarer Diffusionskonstanten, denn der negative Diffusionskoeffizient 
kann eigentlich nur durch Abnahme eines osmotischen Druckes in der Zelle 
erklart werden. Man kann annehmen, dafi wahrend der langen Versuche 
eine Beladung des PV. mit lonen der Nahrsalze stattfand, die sich osmotisch 
auswirkt. Hierdurch erhielt die PV.-Lésung einen geringeren osmotischen 
Druck als die Becherfliissigkeit, und es sind dementsprechend PV. oder 





426 EK. Dammann, F. EK. M. Lange, M. A. Bredig u. F. F. Nord: 


Sporen in das Becherglas gewandert, erkennbar an der Triibung der Becher 
glasfliissigkeit. Bei den friiheren Versuchen besteht ein anderes Verhaltnis 
zwischen PV. und Salzen, daher konnten nicht dieselben Ergebnisse ge 
funden werden, was jedoch nicht ausschlieBt, daBb bei /dngeren Diffusions 
zeiten auch bei einer 2°,igen PV.-Lésung bei der bekannten Niahrsalz 
konzentration eine Konzentrationsabnahme gefunden wird. 


Réntgenuntersuchung des enzymatisch behandelten Polyvinylalkohols. 


Wenn beim enzymatischen Abbau des PV. an dem Einzelmolekii! 
Veranderungen auftreten, die beim Wiederausfallen aus der Lésung 
eine andere Anordnung der Molekiile zueinander, also einen ver- 
anderten Kristallbau bewirken kénnen, so muB sich dies auch in den 
<Ontgeninterferenzen, ihrer Lage und Intensitét, kundtun. Wenn da- 
vegen nur eine Anderung der MolekiilgréBe bzw. des Polymerisations- 
grades, etwa in Form einer Verkiirzung der langen Fadenmolekiile oder 
einer Aufteilung in kiirzere Bruchstiicke, eingetreten ist, so kénnte sich 
dies hier nur im giinstigsten Falle, z. B. bei sehr groBen Anderungen. 
durch weitere Verbreiterung der an sich schon nicht ganz scharfen 


{6ntgeninterferenzlinien bemerkbar machen. 


Die Praparate zur Réntgenuntersuchung wurden durch Fallung 
der von der Pilzdecke getrennten Lésungen mittels Athylalkohol, in 
welchem PV. unléslich ist, erhalten. Das bedeutet, daB nur solche Rest- 
produkte des PV. durch die Réntgenuntersuchung erfaBt wurden, die 
ebenfalls in. Alkohol unléslich sind. 


Bei der Fallung der enzymatisch bhehandelten PYV.-Losungen mit 
Athylalkohol ergab sich, daB die darin noch enthaltenen anorganischen 
Nahrsalze: Magnesiumsulfat (0,08 g) und Monokaliumphosphat (1,5 g pro 
100 cem) im Réntgendiagramm derart dominieren, da® die Auffindung 
anderer Linien neben diesen auBerst unwahrscheinlich war. Zur Entfernung 
dieser Salze als basisches Calciumphosphat, Magnesiumphosphat und 
Calefumsulfat —- wurden daher die Lésungen jeweils erst mehrere Stunden 
mit Caletumhydroxyd (etwa 5 g pro 20 cem) geschiittelt, vom Kalkschlamm 
abgesaugt, zwecks Cherfiihrung des in Alkohol schwer léslichen Ca(OH), 
in leicht lésliches Caleitumehlorid mit verdiinnter Salzséure angesduert ' 
und mit der etwa zehnfachen Menge Athylalkohol versetzt. Der flockige 
Niederschlag wurde auf einem Glasfilter (Filtrierpapier erzeugt selbst 
Réntgeninterferenzen) aufgenommen und getrocknet. Das Réontgen- 
diagramm war nicht verschieden, wenn die Trockentemperatur 100° odet 
wenn sie 30°C betrug. 

Die Réntgenaufnahme wurde in einer gewOhnlichen Debye-Scherrer- 
Kamera mit dem Radius 28,7 mm und Rundblende von etwa 0,8 mm lichter 
Weite mit Kupferstrahlung, durch Ni-Folie gefiltert, ausgefiihrt ; die Praparate 
wurden durch Zerschneiden des auf dem Glasfilter gebildeten Films in 
kurze Stibchen von etwa 0,6mm Breite (und 0,4mm _ Dicke) erhalten. 


' In einem Falle wurde in einem sonst gleichartigen Parallelversuch 
das Caleciumhydroxyd durch Ammoniumearbonat ausgefallt und das gleiche 
Réntgendiagramm erhalten. 
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Bei 100° getrocknete Praparate waren so spréde, dal} sie gepulvert werden 
konnten, ohne da®B ein Unterschied im Réntgendiagramm gegeniiber einem 
gleichartigen ungepulverten Praparat auftrat. 


Die erste Serie auf solche Weise erhaltener Praparate aus PV.-L6 
sungen, die 4 bzw. 12 bzw. 19 Tage enzymatisch behandelt worden 


Abb. 3 


waren, ergaben alle ein und dasselbe Réntgendiagramm, welches auch 
identisch war mit dem des urspriinglichen Ausgangsproduktes und des 
daraus nach Auflésen in Nahrlésung ohne enzymatische Behandlung 
in im iibrigen gleicher Weise umgefallten Produktes. Die hier gemessenen 
Werte des Reflexionswinkels : 9,75° (s. stk.), 11,5° (mittel), 13,9° (s. schw.), 
16,1° (schw.), 19,1° (s. schw.), 20,39 (st.) usw. stimmen mit den ent- 
sprechenden Interferenzen des Faserdiagramms des PV. von Halle 
und Hofmann! gut iiberein. Das gleiche gilt von einer zweiten Serie 
mit den enzymatischen Behandlungszeiten 0 (Abb. 1), 10, 20 (Abb. 2) 
und etwa 60 Tagen (Abb. 3). 


1 Naturwiss. 23, 770, 1935. 
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Kine réntgenographisch nachweisbare Anderung und somit ein 
tiefgehende chemische Umwandlung hat also derjenige Anteil des PV 
der nicht in Kohlensaure (und eventuell andere in Athylalkohol lésliche 
Verbindungen) enzymatisch umgewandelt worden ist, offenbar nicht 
erlitten. 

Kine weitergehende Aussage, etwa iiber eine Erhaltung der Mole 
kulargr6éBe, des Polymerisationsgrades oder dergleichen, diirfte an 
vesichts der Vorsicht, welche gegeniiber der Auswertung von Réntgen 
diagrammen hochmolekularer Stoffe, z. B. mittels der Interferenzbreite 
fiir geboten erscheint, nicht méglich sein. 


Erérterung. 


Kine experimentelle Koordinierung der biochemischen Unter- 
suchungsmethode des enzymatischen Abbaus eines Stoffes mit physi- 


kalisch-chemischen bzw. physikalischen Methoden ist hier zum ersten 


Male durchgefiihrt worden!. 

Aus den mittels den hier nebeneinander geschalteten Methoden 
gewonnenen Ergebnissen, welche besagen, daB trotz Entbindung freier 
Kohlensaure beim einsetzenden enzymatischen Abbau weder eine An- 
derung der Viskositét, noch der Diffusionsgeschwindigkeit, noch des 
{6ntgendiagramms beobachtet werden konnte, diirfte tibereinstimmend 
zu schlieBen sein, daB die biochemisehe Umwandlung nicht zu kleineren 
PV.-Spaltstiicken fiihrt. Man darf sich also vorstellen, daB~ weder 
Molekiile mit wesentlich verdinderter Struktur bzw. Kettenlinge ent- 
standen sind, noch Micellen mit merklich verringerter Molekiilzahl. 
Offenbar setzt der enzymatische Angriff, wie bei heterogenen Reaktionen, 
bei den Micellen an der Teilchenoberfliche, bei den Molekiilen an den 
Kettenenden ein. Wahrscheinlich werden, die kleinsten Aggregate 
zuerst verbraucht. 

Anmerkung bei der Korrektur. In einer am 14. November 1936 ein 
vetroffenen Arbeit aus dem Biochemical Journal 30, 1807, 1936 teilt Miss 
Annetts aus dem Svedbergschen Laboratorium mit, daB die physikalische 
Kontrolle des Abbaues von Kialbumin durch Papain auf eine weitgehende 
Erhaltung der Molekiilgr6B8e in der ersten Stufe des Abbaues und nur auf 
eine gewisse Lockerung der Bindungen innerhalb der Molekiile schlieBen laBt. 


1 Bei der fermentativen Spaltung der Geriistcellulose (Aarrer u. Llling, 
Zsiqmondy-Festschrift, 8.91, Dresden 1925) wurde die Vermutung aus 
gesprochen, daB bei der Verzuckerung mercerisierter Cellulosepraparate im 
Gegensatz zu nativer Cellulose vielleicht die Dispergierung der kleinsten 
Cellulosepartikelehen fiir die Angriffsméglichkeit des Enzyms von EinfluS 
sein mul. 
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Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber den kolloidalen 
Zustand von Cholesterin, Cholesterinester und Lecithin. 
XIV. Mitteilung: 

Uber die Bildung von Cholesterinsolen, 

Von 
Igor Remesow. 

(Aus der Abteilung fiir Kolloidehemie des Staatl. Chemisch-Pharma 
zeutischen Forschungsinstituts in Moskau.) 

(Eingegangen am 1, Oktober 1936.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Nachdem ich im Jahre 1930 eine Methode zur Herstellung hoch- 
konzentrierter Hydrosole des Cholesterins vorgeschlagen hatte, bewiesen 
zahlreiche Versuche, daB die Gewinnung gut reproduzierbarer Chole- 
sterinsole viel gréBere Schwierigkeiten bereitete als zu erwarten war. 
Dies gilt nicht nur von der von mir vorgeschlagenen Methode, sondern 
auch von den verschiedenen, viel spater erschienenen Vorschlagen 
zur Gewinnung reiner Cholesterinsole. Die Schwierigkeit gut reproduzier- 
bare Sterinsole zu erhalten und dieselben in unverandertem Zustande 
zu halten, ergibt sich daraus, daB die Sole fiir physikalisch-chemische 
Untersuchungen keine Schutzkolloide enthalten diirfen. Meine 1934 be- 
gonnenen Untersuchungen iiber die Bedingung der Solbildung des 
Cholesterins erwiesen, daB bei Verwendung der gewéhnlichen Cholesterin- 


praparate trotz oftmaliger Umkristallisierung derselben niemals Hydro- 
sole von sicher reproduzierbarer Stabilitat und Konzentration zu er- 
halten sind. Der ProzeB der Solbildung hangt von vielen Faktoren ab. 
Die vorliegende Untersuchung bezweckt, diese Faktoren aufzuklaren, 
die bisher vorhandenen Methoden kritisch zu beurteilen und die Aus- 


arbeitung einer verbesserten Standardmethode vorzubereiten. AuBer 
meiner Methode habe ich parallel auch die alten Methoden von Porges 
und Newbauer!, Rona und Deutsch*, Keeser®, Stern 4, Leathes und Raper ®, 
sowie auch die neueren Methoden von Theorell®, Mayer? und Eagle® 
nachgepriift und die Cholesterinsolbildung unter verschiedenen Ver- 
suchsbedingungen untersucht. In einer Versuchsserie wurde unter 
Beibehaltung der allgemeinen Prinzipien der erwaihnten Methoden 


' Porges und Neubauer, diese Zeitschr. 7, 152, 1908. 2 Rona und 
Deutsch, ebenda 171, 91, 1927. % Keeser, ebenda 150, 154, 1924. 
' Stern, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 82, Nr. 2, 294, 1927. 5 Leathes and 
Raper, ..The fats**. London, Ed. Langmanns und Green, 1925. 6 Theorell, 
diese Zeitschr. 217, 169, 1931. * Mayer, ebenda 273, 123, 1934. 8 Kaqle, 
J. of exper. Med. 52, 747, 1930. 
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das Ausgangsmaterial bzw. Cholesterin in verschiedener Weise gereinigt 
um die Frage zu lésen, inwiefern die Reinheit des Praparats fiir die Bildung 
des Sols eine Rolle spielt. In einer anderen Versuchsserie wurde de) 
KinfluB des Lésungsmittels auf den ProzeB der Solbildung verfolgt 
und schlieBlich wurden die Temperaturverhaltnisse bei diesem Prozet) 
allseitig untersucht. 


Zur Beurteilung der Solbildung dienten folgende Daten: Die 
teproduzierbarkeit des Sols, die Reproduzierbarkeit der Héchst 
konzentration des Sols, die Dispersitét und Stabilitét der Micelle 


Beschreibung der Versuche. 


Untersucht wurde reines, aus Hirn gewonnenes und nach den iib 
lichen Methoden gereinigtes Cholesterin sowie dasselbe Priparat nach 
folgender weiterer Reinigung: Umkristallisation aus verschiedenen Lésungs 
mitteln, Reinigung dureh Digitoninfallung, durch Vakuumsublimation. 
Regenerierung nach Rosenheim und sechlieBlich Zerkleinerung und _ voll- 
standige Trocknung in fliissiger Luft. In der Tabelle I sind die Daten 
fiir diese Priparate angegeben. 


Tabelle I. 





YO _ 
: <T> DK. ee 
Schmelzpunkt l< Ip oe Kristall- 
in °C in iy ‘ form 
Chloroform ‘ %¢ 


Reinigungsverfahren 


I. Cholesterin, Schmelzpunkt 147,0 
bis 147,59, umkristallisiert 
aus Ather-Alkohol,1 mal = 147,5—147,6 - 5, rhombisch 
Il. Dasselbe , ” ms 147.3—147.6 
i. , e . : a 147.5 
; - . = 147,5 
anes ¥ : ce 147,5 
ae 2 ‘ le 147,.5—147,6 
VII. ». Aceton, ‘ 147.8 
Yo. .« » CH,COOH, ® 147.5 
ee ,. CH,COOK, 2 , 147.0—147.5 
x. , Ather-Alkohol4  , 
und durch Digitonin- 
fallung gereinigt ; 147.5 
:'¢ ee wie vorhergehendes be- 
handelt = mit an- 
schlieBender Hoch- 
vakuumsublimierung 
wie vorhergehendes be- 
handelt und tiber Di- 
bromid nach Rosen- 
heim regeneriert . . 147,6—148,0 
wie vorbergehendes be- 
handelt und durch 
zweimalige _Destil- 
lation im Hochvaku- 
um vollstandig was- 
serfrei gewonnen 
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Fiir die Beurteilung des Reinheitsgrades des Cholesterins dienten 
Schmelzpunkt, optische Drehung, Kristallform, Dielektrizitatskonstante 
(DK.) nach der Resonanzmethode und in einigen Fallen Absorptions- 
messungen im Ultraviolett nach Lok/, sowie Zustandsdiagramme nach 

2heinboldt. 

In einer anderen Versuchsgruppe wurde die Reinigung der Cholesterin- 
priparate durch alkalische Hydrolyse durchgefiihrt. Dieses Verfahren 
bezweckte, die den Priparaten anhaftenden verseifbaren Beimengungen zu 
entfernen. Die Hydrolyse dauerte lingere Zeit und wurde bei verschiedenen 
Temperaturen mit Hilfe von KOH, NaOH und Ba(OH), ausgefiihrt. 
Die Ergebnisse sind in der Tabelle II angegeben. 


Tabelle II. 





200 
Schmelzpunkt [« Ip 
in °C in 

Chloroform 


Hydrolysenverfahren 


K O H-Hydrolyse : 

1. Cholesterin, 4 mal aus Ather-Alkohol 
umkristallisiert, 
Hydrolysendauer 1 Std. bei 37° 
2. Dasselbe, ; » of 

. j oa 

s , 60 

. ee ee 
sr 

30 Min. 100 

1Std. , 100 

3 « «ite 

10. “ &. = ie 


Na OH-Hydrolyse : 

11. Cholesterin, 4 mal aus Ather-Alkohol 
umkristallisiert, 
Hydrolysendauer 1 Std. bei 37° 

12. Dasselbe, $ is | ae 

13. a 1 , 6&0 

14. i. | a 

15, c. 5 @ 

16. “ 30 Min. 100 

tT. 1Std. , 100 

18. 3 , 190 

19. i 6 , 100 

20. 10>. 10 


147,0—147,2 
146,8—147,3 
146,0—146,5 
147,2 
147,0—147,57 
146,4—146,6 
147,0 
145,0—145,4 
146,0—146,2 
144,4—144,8 


147.4 
147,0—147,1 


147,2 
146,0—146,6 
146,9—147,2 

| 146,0—146.6 
146,0—146,2 
145,5—145,9 

143,9 


” 


Ba O H-Hydrolyse : 


21. Cholesterin, 4 mal aus Ather-Alkohol 
umkristallisiert, 


Hydrolysendauer 1 Std. bei 37° 
. Ss. ts 


22. Dasselbe, 
28. & ea 


24. A 4 OS 


Die auf beschriebene Weise 


147,5—147,8 
147,0 

146,6—146,8 

144,1—144,8 


— 36,4 


— 36,2 
— 36,2 


5,8 


gereinigten Cholesterinpraparate 
wurden zur Solherstellung verwendet. Angewandt wurde die Vakuum- 


28* 
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ae 





Solherstellang nach der Vakuum- 


methode von Remesow * 


Cholesterinpraparat I 


Cholesterinpraparat XI 


Cholesterinpraparat XII 


Cholesterinpraparat XIII 


* Bezeichnung der Ausgangspriparate entspricht der Tabelle I. — ** Der Sedimentationsw 
wurde in u/sec/Volt/em ausgedriickt. 





Lisungsmittel 
fiir das Ausgangscholesterin 


Alkohol 95% 
os we 
Aceton 
Alkohol-Aceton (1 : 9) 
* (1:9) 
i (1:9) 
‘ (9:1) 
. (9:1) 
- (9:1) 
” (9:1) 
Petrol-Ather (Sp. 45°) 


Benzol; CS,; Chloroform | 


Alkobol-Aceton (9: 1) 
. (9:1) 


i (9:1) 


Alkohol 95% 
i ae 


, 

» 9 

» 9 
Alkohol-Aceton (9: 

> (9: 

” (9: 


Alkohol 95% 
* 95 
"i 95 
Alkohol-Aceton (9:1) 
. (9:1) 


Temperatur bei 
© der Abdestil- 


a 


lation des 
Lésungsmittels 


78—80 
100 
78—80 
100 
78-80 
50 
100 
78—80 
78—80 
50 
100 
etwa 22 


| 78—80 


50 
100 


| 78—80 


100 


78—80 
50 
100 

78—80 
50 
100 


78—80 
50 
100 


| 78—80 


‘. (9:1) | 


” (9:1) 


'78—80 


50 
100 


Absolute Menge 
cholesterins 


x des Ausgangs- | 


0,620 
0,597 
0,500 
0,517 
0,508 
0,514 
0,501 
0,558 
0,602 
0,500 
0,52 

0,534 
0,512 


0,492 
0,513 
0,508 
0,500 
0,516 


0,552 
0,410 
0,297 
0,404 
0,442 
0,503 


0,1624 
0,1601 
0,1597 
0,1600 
0,1622 
0,1623 
0,1621 


Sichtbare Koagu- 


bildung 


lation bei der Sol- 


a 


+++ 
aoe 
++4 
+44 
+- 
+++ 


+1 
++ 
++ 
+44 
++ 
t+ 
+++ 


tiver Wert)** 
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i - 


lation _bei der Sol- 


Elektrolytkoagulation 
Pa- Schwellenwerte fiir Sole 
Schwellen- 
wert ia 
fiir Sole 


des Sols 


disperse 


Leitfahigkeits- 
messungen 


bildung 
Konzentratior 


dex 
‘hase 


tiver Wert)** 
bei PH = 7,3°° 


MgCl, AICly Uranyl- 


acetat 


schwindigkeitswert 


Elektrophoret. Ge- 


iin rez. Ohm 


5,6. 10-6 3,85 | 3,8—4,0 m/4 m/32 m/512 m/512 = =m/16 384 
44.10-° — |388—4,0| m/4 m/32 m/512.—s m/S12—s m/16. 384 
6,1. 10-6 4,00 4.0 m/4—m/8 m/32  m/512 m/1024 m/16 384 
oe — | 43 m/4 m/32 m/512 m/1024 m/16 384 
6,0. 10-6 2,69 |} 4,0 m/4 m/64 m/512 m/512 = m/16 384 
42.1075 2,80 | 38 m/4 m/64  — _m/512 m/512-m/16 384 
54.1076 — | 4,0 — — — 
7,9. 10-6 3,64 | 3,8--4,0 m/4 m/32 m/512 m/1024 | m/8192. 
“6.2 ft ae fe m/4 m/32 | m/512~—s m/1024_— m/16 384 
1,2.10-6 3,16 | 3,8 m/4 m/64 m/1024 m/1024 = m/16 384 
42.006 1 — | os m/4 m/32  m/512 m/1024_ m/16 384 
6,5. 10-5 — | 4,4 m/2 m/32 m/256 m/1024 m/8192 


| 
Keine Solbildung 


TTT eee aa eS 


a0°* 3,10 4,0 / m/)32 [51% m/512 ~— m/8192 
.10-¢ 3,09 4,0 m/32 [51 m/512 — m/8192 
2,4.10-6 4,2 | m/32 ‘ m/512 | m/8192 
1,8. 10-6 — | 
40.10°° | — 


“+ 
+ 

+ 
ao 
+ 


7,7 .10-6 85  3,6—3,8 m/32 m/512 m/1024 m/16 384 
90.1077 3,17 3,8 _ om 32 m/512 m/312 ™ 16 384 
24.1077 3,8 jo o— — — -= 
6,0.10-§ 3,10 | 3,6—3,8 m/32 m/512 m/512 > m/16 384 
1,0.10-7 3,68  3,6—3,8 m/32 | m/512 m/512 > m/16 384 
85.10-77 | — 4,0 ‘1 | m/32 | m256 > m/512 — m/8192 


a a, se ee 
++ + 


§,2.10-7 2,12 4,0 2m | m/2 | m/256 m/512 | m/8192 
11.10-7 200 3.6 2m | m/t | m/256 | m/512 | m/8192 
_ — | 36—4,0 — ow ~ - 
6,0.10-7 | 3,00 38 2m | m2 | m/256 | m/d12 | m/8i92 
46.1077 a 3,6 2m | m/l | m/256 m/512 = m/8192 
1,9.10-7 2,59 3,8 2m | m/l | m/256 m/1024 | m/8192 
i aa 4,0 mi | m/l | m/256 | m/1024 | m/16 384 


pricht der GriBe des Sedimentes in mm pro 24 Std. *** Die elektrophoretische Geschwindigkeit 
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Ausgangspriparat * 


Cholesterinpraparat I 


Cholesterinpraparat XIII 


Cholesterinpraparat XI 





Methoden 


Lésungsmittel 
zur Solherstellung i 


fiir das 


Hitzeverfahren Ausgangspriiparat 


Alkohol 95% 
Aceton 
| Alkohol-Aceton 


Alkohol 95% 
Aceton 
|| Alkoho]-Aceton 


| Alkohol 95°, 
i} Aceton 
Alkohol-Aceton 


nach Theorell 
i ” ” 
nach Eagle 


” ” 


” ” 


nach Stern 


| a ” 


Aceton 


Alkohol-Aceton 


7 | 
nach Keeser i 
” ” | 
1 
| 


” ” 


| 
| 
| 
| ” ” 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
} 


‘nach Ronan. Deutsch| Alkohol 95%, 
| Aceton 
|| Alkohol-Aceton 


Alkohol 95% 
Aceton 
Alkohol-Aceton 


Alkohol 95% 
. ‘. | ° Aceton 

fl Alkohol-Aceton 
| 


Alkohol 95% 
Aceton 
Alkohol-Aceton 


Alkohol 95% 
Aceton 
Alkohol-Aceton 


” » 9° ” 

i] ” ” ” ” 

nach Theorell 
” ” 


” ” 


nach Eagle ! 


|| 


” ” 


nach Stern 
” ” 
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nach Rona u. Deutsch 


Aceton 
Alkohol 
Alkohol-Aceton 


nach Theorell 
” ” 
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nach Rona u. Deutsch | Aceton 
i Alkohol 


| Alkohol-Aceton 
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* Bezeichnung der Priparate entspricht der Tabelle I. 


Alkohol 95% | 


cholesterins 


Absolute Menge 

m% des Ausgangs- 

Sichtbare Koagu- 

lation bei der Sol- 
bildung 


0,512 
0,505 
0,531 


0,527 
0,610 
0,500 
0,555 
0,515 
0,574 
0,502 
0,601 
0,564 


0,511 | ++ 
0,515 ++ 
0,508 = + 


0,1536 +++ 
0,1230 | +++ 
0,1600 | +++ 


0.1441 +++ 
0,1145 | +++ 
0,1557 | +++ 


0,1720 | +++ 
0,1516 | +++ 
0,1925 | ++4 


0,1622 | +++ 
0,1615 | +44 
0,1590 | +++ 


0,455 | ++ 
0,501 | ++ 
0,526 | ++ 
0,633 | ++ 
0,504 | ++ 
0,500 | ++ 
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horet. Ge- | 
6,4 


Elektrolytkoagulation 
Leit- 

fahigkeit 

des Sols 


Schwellenwerte fiir Sole 


gkeitswert 


disperse 





r 
fiir Sole 


bildung 


Konzentratior 
trop i 
cue te 
bei pH 
rt 
Schwellenwert 


lation bei der Sol- 


3 Ain rez. 


MeCl Uranyl- 
gus acetat 


Elektr 
schwin 


| | 

146. m/l | m/10 m/64 | m/2048 
: } m/l | mid m/64 5 | m/2048 

m/l | m/10 m/64 | | m/2048 


m/2 | m/32 m/64 /103 | m/8192 
m/2 m/32 m/64 | m/8192 
m/2 m/32 m/64 | | m/8192 


— 4,7-50 m/4 | m/82 m/1024 | (51% | m/8192 
— 1&7 | op | m/32 m/512 | m/8192 
3,40 4,7-5,0  m/4 m/32 m/1024 | | m/8192 


a 
— | 22 [4—m/8) m/32_— m/512—m/1024, — m/1024_— |: m/8192 
2,55] 12 m/4 | m2 m/1024 m/1024 m/8192 


— 44-46 m4 | m/32 m/512 m/512 | m/8192 
m/4 | m/32 m/512 m/512 'm/16 384 

m/4—m/8 = m/64 m/1024 m/512 'm/16384 

m/l | mb m 64 m/512 | m/2048 

m/l |m/5—m/10 m/64 | m/512—m/1024; m/2048 

m/l = m/5—m/10 m/64 | m/1024 | m/2048 

_ m'32 m/256 m/512 | m/8192 

oo m/32 m/256 | m/512 | m/8192 





— m/32 m/256 m/512 | m/8192 


m/1 m/2 m/256 m/512 | m/16.384 
mi | m/2 m/256—m/512 | m/512 |m/16 384 
mil | mil m/256—m/512 | m/512 m/16384 


’ Die Analysen sind verlorengegangen 


47-49 mil m/15 m/64 m/1024 — 

47-49 m/l m/15 | m/64 m/1024 — 
42 m/1 m/15 m/64 m/1024 —- 

2,2-24) m/l m/32 m/512 m/512 m/16384 
2,0 m/1 m/32 m/512 m/512 m/16 384 
2,2 m/1 m/32 m/64 m/512 in/16 384 
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methode der Solherstellung, die von mir friiher ausfiihrlich beschrieben 
wurde (Remesow'), auBerdem die Methode von Theorell sowie die 
gebrauchlichen, bei Siedehitze arbeitenden Methoden von -Porges und 
Neubauer, Rona und Deutsch, Keeser u. a. Die folgenden Daten dienten 
zur Beurteilung der gewonnenen Sole: 

1. Konzentration der dispersen Phase. Die im folgenden in Prozenten 
ausgedriickten Cholesterinmengen in den dispersen Phasen beziehen sich 
auf den wahren Cholesteringehalt in den Solen, nicht aber auf die absoluten 
Zahlen des Ausgangscholesterins, aus dem die betreffenden Sole hergestellt 
wurden. 

2. Die Solstabilitadt wurde folgendermaBen bestimmt: Die gewonnenen 
Sole wurden stark zentrifugiert und stehen gelassen; die Bildung eines 
Sedimentes nach 12stiindigem Stehen, ausgedriickt in Gewichtseinheiten, 
diente als ein relatives Maf der Solstabilitat. 

3. Die Reinheit der Sole wurde mit Hilfe konduktometrischer Leit- 
fahigkeitsmessungen ermittelt 

4. Der Dispersitdétsgrad und die Lyophilie oder Lyophobie der Sole 
wurden durch Messungen des Schwellenwertes gegeniiber Wasserstoff- 
ionenkonzentrationsinderungen (KW.), sowie durch kataphoretische und 
nephelometrische Messungen ermittelt. ; 

Auf diese Weise konnte der EinfluB der folgenden Faktoren ge- 
prift werden: Die Rolle des Lésungsmittels des Ausgangsstoffes; 
die Rolle der Konzentration des Ausgangsstoffes und seiner Reinheit, 
die Bedeutung der Temperatur und der Beimengungen in den Dispersions- 
mitteln wahrend der Solherstellung. 


1. Versuchsgruppe. 

In der ersten Versuchsgruppe wurden die nach den chemischen 
und physikalisch-chemischen Methoden gereinigten Cholesterinpraparate 
(Tabelle I) zur Herstellung von Solen nach den Vakuummethoden und 
Siedemethoden verwendet (Tabelle IJI und IV). Es wurden verschie- 
dene Lésungsmittel fiir das Ausgangscholesterin und die verschiedenen 
Konzentrationen derselben fiir die Solherstellung verwandt. Die folgenden 
Lésungsmittel erméglichten iiberhaupt keine Solbildung: Ather, Petrol- 
aither, Benzol, CS,, Dioxan und Chloroform. Eine Solbildung war nur még- 
lich, wenn das kristallinische Cholesterin in Alkohol oder Aceton oder in 
verschiedenen Olen gelést wurde. Die Konzentration des reinen Chole- 
sterins in diesen Lésungsmitteln spielt keine wesentliche Rolle fiir 
die Bildung des Sols, da die Konzentration des Cholesterins in den 
dispersen Phasen des entstandenen Sols gering ist. Ein Uberschu8 
an Cholesterin wird koaguliert. Dabei laBt sich als GesetzmaBigkeit 
feststellen: Je reiner die Cholesterinpraparate sind, desto schwieriger 


1 Remesow, diese Zeitschr. 218, 86, 1930; ,,;Chemie des Cholesterins“, 
1934 (russisch). 
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verlauft die Solbildung und um so gelinger i-t die Solkonzentration. 
Die Konzentration der Cholesterinsole, die nach den Vakuum- und 
den Siedemethoden erhalten werden, hangen also ab vom Reinheits- 
grad des Ausgangscholesterins und ven der Art des verwandten 
Lésungsmittels. Fir die gewéhnlichen reinen Cholesterinpriparate 
(viermal umkristallisiert aus Alkohol-Ather) erwies sich als giinstigstes 
Lésungsmittel ein Gemisch von 95°%,igem Alkohol mit wasserfreiem 
Aceton im Verhaltnis 9:1. Da keine Schutzkolloide bei der Sol- 
herstellung verwendet werden sollten, wurde als Dispersionsmittel 
stindig ein redestilliertes, CO,-freies Wasser verwendet; auBerdem 
wurde das Ausgangscholesterin niemals in Olen oder ahnlichen Lésungs- 
mitteln gelést. 

Die Temperatur erwies sich als maBigebend nicht nur fiir den prinzipiellen 
Verlauf der Solbildung, sondern auch fiir die quantitativen Verhiltnisse, 
wie z. B. die Konzentration des Sols und seine Stabilitaét. Je héher die 
Temperatur der Dispersionsmittel ist, desto schwieriger bildet sich das Sol 
und desto gréBer wird die Neigung zur Koagulation. Die Cholesterinmicellen 
der Sole, die bei verschiedenen Temperaturen gewonnen wurden, zeigten 
auBerdem verschiedene Koagulationswerte und sogar etwas abweichende 
£-Potentiale. Wenn die Solbildung sich bei niedrigeren Temperaturen 
vollzieht, so ist es schwieriger, die im Dispersionsmittel vorhandenen Reste 
des Lésungsmittels vollstandig zu entfernen; bei der Vakuumdestillation 
verbleibt immer ein azeotropes Gemisch aus Wasser, Alkohol und Aceton. 


Die Gewinnung eines einwandfreien Cholesterinsols aus reinen 
Prdparaten dieses Stoffes nach den Vakuum- oder gewohnlichen heipen 
Methoden ohne Schutzmittel ist also nicht méglich. Die bisher 
vorhandenen Verfahren erlauben entweder Sole aus _nicht-reinem 
Ausgangsmaterial zu gewinnen, die geniigend konzentriert und 
besser reproduzietbar sind, aber stets die Reste des Lésungsmittels 
des kristallinischen Cholesterins enthalten, oder Sole herzustellen, 
die auBerordentlich unstabil, fast unreproduzie1 bar, sehr wenig konzen- 
triert sind, aber auBerst reines Cholesterin enthalten. In beiden Fallen 
laBt sich eine vollstandige Befreiung der Sole von den Lésungsmitteln 
nicht erreichen; die so gewonnenen Sole kénnen also weder chemisch 
noch physikalisch-chemisch als rein und einheitlich betrachtet werden. 


2. Versuchsgruppe. 


In Tabelle V sind die Versuche angefiihrt, in denen die Ausgangs- 
praparate des Cholesterins einer alkalischen Hydrolyse unterworfen 
wurden. Es ergibt sich schon aus Tabelle II, daB die Hydrolyse das 
reine Cholesterin verandert, was aus der Herabsetzung der Schmelz- 
punkte und in einigen Fallen aus der Anderung der optischen Drehung 
hervorgeht. Wenn also durch Hydrolyse die verseifbaren Beimengungen 
entfernt werden, so wird dadurch gleichzeitig das Cholesterin geschadigt. 
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Dieses Reinigungsverfahren ist also fiir Cholesterin ungeeignet. Auch 
die Sole aus diesen Priparaten erwiesen sich als unreproduzierbar, 
schwach konzentriert und in bezug auf die Micelle von Fall zu Fall 
verschieden. 


Zusammenfassend ergibt sich: Die Solbildung des Cholesterins 
hangt vor allem von der Reinheit des kristallinischen Ausgangs- 
praparats ab, und zwar wird mit der Erhéhung des Reinheitsgrades 
die Solbildung erschwert. Sole aus besonders reinem Cholesterin koagu- 
lieren schon im Moment ihrer Bildung, die Konzentration schwankt 
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Abb. 1. Beziehung zwischen dem Reinheitsgrad des Ausgangscholesterins (in Werten der 

DK. ,,e* ausgedriickt) und dem Solbildungsvermiégen (Konzentration der dispersen Phase). 

Die punktierte Kurve entspricht den ,,e‘‘-Werten der Cholesterinpriparate, die ausgezogene 
Kurve den Konzentrationen der entsprechenden Sole. 


in Grenzen von 0,05 bis 0,2 %. Die Stabilitét der Sole aus solchen 
Praparaten ist ebenfalls sehr beschrankt. Je mehr das Ausgangs- 
produkt, welches seinen Konstanten nach immer dem ,,Cholesterin“ 
entspricht, schwer trennbare Beimengungen enthalt, desto leichter 
verlauft die Solbildung und desto reproduzierbarer sind die Ergebnisse. 
In solchen Fallen betragt die erreichbare Konzentration 8 bis 10%. 
Man kann also annehmen, da8 minimale, durch Kristallisation nicht 
nachweisbare oder abtrennbare Verunreinigungen des Cholesterins 
peptisierend wirken und den SolbildungsprozeB begiinstigen. Der Sol- 
bildungsprozeB stellt also eine sehr empfindliche physikalisch-chemische 
Reaktion dar, welche als Kriterium der Einheit und chemischen Reinheit 
des Ausgangsstoffes dienen kann. In diesem Zusammenhang sei auf die 
Veranderungen der Dielektrizitatskonstanten des Cholesterins wahrend 
der Reinigung hingewiesen. Abb. 1 zeigt kurvenmaBig den Zusammen- 
hang zwischen Dielektrizitaétskonstante und Solbildungsvermégen. 
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Beide Faktoren kénnen also als MaBstab fiir die chemische Einheit des 
Cholesterins gelten. 

Nach dem Dargelegten diirfte die chemische Einheitlichkeit der 
Priparate von gewoéhnlichem kristallinischem Cholesterin, welches man 
zum Studium dieser Verbindungen gewoéhnlich benutzt, sehr zweifel- 
haft sein. In bezug auf die Solbildung dieser Stoffe nach den hier 
beschriebenen Methoden lassen die Ergebnisse nur die Behauptung 
zu, daB die Gewinnung gut reproduzierbarer, physikalisch-chemisch 
einwandfreier und stabiler Cholesterinsole nicht zu erzielen ist. Legt 
man keinen Wert darauf, ein vollkommen einwandfreies Cholesterinsol 
zu erhalten, so laBt sich der Solbildungsproze8 am besten mit Hilfe 
der Vakuummethoden bei Temperaturen von + 78° bis 80°C durch- 
fiihren. Fiir ein genaues physikalisch-chemisches Studium der 
kolloidalen Eigenschaften der Cholesterinmicelle sind aber alle diese 
Methoden nicht geeignet und ich méchte es mir daher vorbehalten, 
eine neue Standardmethode zur Cholesterinsoldarstellung zu finden. 
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